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A B  R E V I A T U R A S
AMP : adenosina 3'monofosfato.
AMPc : adenosina 3'5' monofosfato ciclico.
ATP : adenosina 5'trifosfato.
EDTA ; âcido etilen diamino tetraacético.
GDP ; guanosina 5'difosfato.
GTP : guanosina 5* trifosfato.
GMPPNHP : guanosina 5'difosfato imido fosfato 
POPOP : l,4bis 2-(5-fenil oxazolil)-benceno. 
PPO : 2,5 difenil oxazol.
TCA : acido tricloroacético.
TRIS : tris-hidroximetil- aminometano.
VIP : peptido intestinal vasoactivo.
I N T R O D U C C I O N
4.
1.- CONCEPTO DE RECEPTOR.
1.1.- Antecedentes histôricos.
Un pionero en la introducciôn del concepto de recep­
tor fue Langley ( LANGLEY, 190 5 ) que lo empleô para obtener una 
mejor comprensiôn del mecanismo de acciôn de las drogas al ni- 
vel molecular. De acuerdo con ello, un agente activo induce so- 
lamente un efecto farmacodinâmico en un objeto biolôgico como 
resultado de su interacciôn con ciertas molêculas del objeto - 
biolôgico que denominamos receptores o punto receptores. Sin - 
embargo, el tërmino no nos indica nada sobre su naturaleza y 
caracteristicas y enfatiza realmente nuessCtb desconocimiento de 
él. Ademâs este concepto es transitorio en muchos casos en êar— 
macologîa y una vez conocida la natui^êza: del mismo deja de ser 
el receptor para pasar a ser realmente el objeto con el cual - 
interacciona la substancia activa.
Este mismo concepto para Endocrinologia dériva de los 
trabajos iniciales sobre la acciôn de las catecolaminas C AHL- 
QUIST, 1968 y MORAN, 1966 ), e inicialmente incluîa un sistema 
efector. En la actualidad, se refiere ûnicamente al aspecto de 
reconocimiento de la hormona, desligado del sistema efector o 
catalîtico. Ademâs carece de la transitoriedad que puede po- 
seer en Farmacologîa ya que son estructuras que poseen las cé— 
lulas blanco de la acciôn hormonal y cuya misiôn es precisamen—
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te reconocer a la hormona de una forma especîfica y con la afi­
nidad adecuada, lo que constituye el primer paso en la acciôn 
hormonal .
1.2.- Introducciôn del concepto de receptor en Endocrinologîa
Fueron los experimentos de Stadie ( STADIE y col.,1949) 
los que pueden tomarse como la primera prueba de la uniôn de una 
hormona C insulina )a su tejido blanco o diana. Estos autores 
observaron que el efecto glucogénico de la insulina se mantenfa 
en el müsculo diafragmâtico de la rata después de lavar y éli­
minât por completo la insulina. Por tanto, parecîa que esta - 
hormona quedaba fuertemente unida a sus tores en el mûsculo
diafragmâtico. Estos mismos autores demostraron que la insulina 
marcada permanecîa unida al diafragma a pesar de los persisten- 
tes lavados C STADIE y col., 1952 y STADIE y col., 1953 ). Sin 
embargo, se dudaba de que la uniôn de insulina observada tuvie— 
ra relaciôn con la actividad biolôgica, ya que aumentaba la — 
uniôn a medida que se aumentaba la cantidad de hormona marcada, 
aün utilizando cantidades de hormona muy por encima de las con­
centraciones que producen una actividad biolôgica mâxima ( fe- 
RREBEE y col., 1951 y GARRAT y col., 1966 ). Por otro lado, se 
demostrô que la acciôn de la insulina en oorazâi de rata aislado 
y perfundido cesaba râpidamente una vez que se dejaba deinfundir 
la hormona ( BLECHEN y FISHER, 1954 ). Habîa, por tanto, razo- 
nes importantes para dudar de que la retenciôn de la hormona -
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observada fuera debida a la uniôn a su reœptor y tuviera que — 
ver con la acciôn biolôgica. Se arguyô, que la uniôn inespecl- 
fica era muy alta por adsorciôn de laproteîna a superficies or- 
gânicas e inertes y que ello podîa enmascarar la uniôn al re­
ceptor, uniôn especîfica ( WOHLTMANN y NAHARA, 1966 ).
Gran parte de las dificultades inciales que impidieron 
un râpido avance de los estudios de las interacciones hormona- 
receptor procedîan de la utilizaciôn de un material poco adecua— 
do, tejido intacto o cortes tisulares muy finos. Este tipo de 
material posee muchos elementos no blanco de la acciôn hormonal 
que la unen inespecîficamente, y ademâs hay graves inconvenien— 
tes para la libre difusiôn de la hormona, con lo que su desapa— 
riciôn por lavados se vë obstaculizada.
2.- PRQBLEMAS METODOLOGICOS.
2.1,— Selecciôh del material biolôgico adecuado.
Ya hemos comentado, que el tejido intacto o cortes - 
finos del mismo no son un material adecuado para el estudio de 
la interacciôn de la hormona-receptor. Habitualmente solo se — 
emplea en estudios cualitativos o semicuantitativos, cuando la 
cantidad de tejido es tan pequena que hace imposible o muy difi- 
cil el aislamiento de células o la obtenciôn de material parti- 
culado C EISEN y col., 1873 I, También, los estudios pueden -
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realizarse "in vivo" tras la inyecciôn intrarenosa de la hormona 
sobre todo cuando el receptor résulta lâbil a los procesos de 
obtenciôn de células y membranas.
Los materiales biolôgicos mâs utilizados son las cé­
lulas y membranas plasmâticas aisladas del ôrgano diana de la - 
acciôn hormonal, aunque en otros tipos de estudios se puede uti­
lizer el receptor solubilizado.
Las células asiladas al eliminar las barreras de difu_ 
siôn disminuye mucho la uniôn inespecffica de la hormona y tie- 
nen la gran ventaja de crue constituyen cm. material biolôgico rela- 
tivamente poco manipulado y, sobre todo, metabôlicamente acti­
vo con lo cual, con el mismo material se pueden determiner la - 
interacciôn hormona-receptor y hormona-actividad biolôgica si- 
multâneamente, lo que no es posible hacer pars todas las hormo­
nas peptîdicas con preparaciones de membranas. Sin embargo, es- 
to no soslaya por completo el problemadé^lâ-heteirogeneidad, ya 
que muchas veces es dificil separar los diàtintos tipos celulares 
présentes en un determinado tejido u ôrgano y los ensayos han 
de llevarse a cabo en presencia de células que no son blanco de 
la acciôn hormonal. Las células se obtienen habitualmente por 
digestiôn del tejido u ôrgano con colagenasa ( RODBELL, 1964 y 
BERRY y FRIEND, 1969 î, aunque también se pueden emplear ôtros 
mêtodos como la disrupciôn mecânica ( KAHN, 19 75 ). La fracciôn 
cruda de colagenasa habitualmente utilizada estâ contaminada - 
con proteasas, que contribuyen de forma importante a la acciôn 
digestiva de la colagenasa. Se ha descrito que la tripsina modi-
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fica la sensibilidad del receptor y otras funciones de la - 
membrana C KONO, 1969 y CUATRECASAS e ILLIANO, 1971 ) y es - 
lôgico pensar, por tanto, que las proteasas contaminantes po- 
drîan alterar la funcidn del receptor u otras funciones de la 
membrana con lo que serf an dudosos los resultados^  obtenidos - 
con este tipo de material. Sin embargo, salvando las diferen- 
cias de sensibilidad a las proteasas de los distintos recep­
tores hormonales, por digestiôn con colagenasa se obtienen - 
células que son plenamente capaces de responder a la hormona, 
al igual que lo hace el tejido intacto, como veremos de for­
ma mâs detallada en la Discusiôn de este mismo trabajo.
Para el estudio de los receptores en humanos se em- 
plean células sanguîneas con lo que se evitan los problèmes que 
puedan derivarse de la digestiôn con colagenasa. El empleo de 
células cultivadas tiene la ventaja de que pueden utilizarse 
poblaciones homogéneas, pero plantean el problème de que en mu­
chos casos son células tumorales o transformadas y su comporta- 
miento puede ser diferente C KRUG y col., 1972 ).
Como es sabido, el receptor para las hormonas peptî- 
dicas y las catecolaminas se haya funxferaentalmente en las mem­
branas plasmâticas de las células blanco y por tanto, este ma­
teriel parece muy adecuedo para el estudio de la interacciôn 
hormona-receptor. La obtenciôn de las membranas plasmâticas se 
lleva a cabo fundamentalmente siguiendo el procedimiento des­
crito por Neville Jr. C NEVILLE Jr., 1968 ) para la obtenciôn 
de membranas plasmâticas de hîgado, el cual fue posteriormente
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modificado y adaptado para la obtenciôn ôe,membranas plasmâticas 
de otros tejidos u ôrganos.
Las proteînas de la membrana plasmâtica constituyen 
solo un 0,3-0,5% de las proteînas totales de la célula ( NEVI­
LLE Jr. Y KAHN, 1974 ) por tanto, el receptor estâ enormemente 
concentrado en este tipo de material, con lo que se puede uti­
lizer muy dilùido y disminuir mucho la uniôn inespecîfica y la 
degradaciôn de la hormona lo que suponen dos importantes venta- 
jas con respecto a otros materiales. Ademâs este material se - 
puede ™nntener a baja terrperatura y utilizer repetidamente de 
forma que se pueden hacer multiples ensayos con la misma mues- 
tra, aunque algunos autores han descrito cierta inestabilidad 
de este material durante la congelaciôn ( GLOSSMAN y col.,1974) 
No obstante, al ser un material relativamente manipulado en al­
gunos casos las propiedades del receptor pueden modificarse - 
C ROY y col., 1973 y VERRIER y col., 1974 ).
No hay que olvidar tempoco que incluso las membranas 
mâs pures contienen de un 5-10% de contaminantes, mientras que 
las fracciones menos purificadas pued^ llegar a contener hasta 
un ?0% de proteînas que no son delà membrana plasmâtica ( NEVI­
LLE y KAHN, 1974 I , y que estas mesbranas- pueden ser heterogé- 
neas, ya que todos los tipos celulares del ôrgano utilizado - 
contribuyen al contenido de la preparaciôn final. Ademâs, el 
proceso de purificaciôn de las membranas plasmâticas es un pro­
ceso selectivo y se puede obtener una poblaciôn de membranas - 
plasmâticas no representativa de la membrana total ya que la -
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membrana puede ser heterogénea en la misma célula ( WISHER y 
EVANS, 1975 y CHANG y col., 1975 ) . Por todo ello es necesario 
realizar un control adecuado del proceso de purificaciôn de las 
mismas C NEVILLE, 1975 ) utilizando marcadores enzimaficos ,mor- 
folôgicos y de otros receptores hormonales ademâs del que se - 
desee estudiar ( KAHN y col., 1973 ). Sin embargo, el incove- 
niente mayor que plantea el uso de membranas plasmâticas es - 
que en muchos casos se pierde la respuesta biolôgica a la hor­
mona lo que impide realizar un estudio comparativo entre uniôn 
de la hormona al receptor y efecto biolôgico.
El receptor hormonal solubilizado a partir de las — 
membranas plasmâticas purificadas no es un material utilizado 
de forma rutinaria para estudiar la interacciôn hormona- recep­
tor, sino que es un primer paso en el proceso de purificaciôn 
del receptor que nos permitirâ estudiar su composiciôn y carac­
teristicas. Dicho material plantea problemas propios como es el 
hecho de que los detergentes utilizados para solubilizarlo - 
pueden alterar la estructura y, por tanto, la actividad de las 
proteînas de la membrana C HELENIUS y SIMONS, 1975 ) , aunque - 
parece que el receptor de insulina solubilizado retiene las - 
propiedades de uniôn de la hormona que posee cuando estâ inte- 
grado en membranas o células C FREYCHET, 1976 ). Por otro lado, 
la existencia de micelas de detergente hace que la hormona pue- 
da unirse a ellas y detectemos como uniôn alreceotor lo que es 
uniôn a las micelas C GIORGIO y col., 1974 ). Sin embargo, la - 
solubilizaciôn del receptor en algunos casos puede tener venta-
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jas como la disminuciôn de la uniôn inespecîfica debida a la - 
adsorciôn a sustancias inertes ( LEFKOWITZ, 1970 ). Pero en to­
do caso, su interés radica en ser el primer paso en el proceso 
de purificaciôn del receptor. Por otro lado, a pesar de los cri- 
terios que se siguen para determinar la solubilidad del recep­
tor, es posible que este no lo encontremos en estado fundamen­
tal, ya que pequenas vesîculas de la membrana o complejos lipo— 
proteicos résultantes de la misma cumplan los criterios utili­
zados para définir la solubilizaciôn.
2.2.- Marcaje de la hormona
Vimos que en los primeros estudios (îs interacciôn - 
hormona-receptor se dudaba de la especificidad de los résulta— 
dos obtenidos y que ello era debido en parte a la utilizaciôn 
de un material biolôgico no adecuado. Pero por otro lado, se 
carecîa de la seguridad de que la hormona marcacfei fuera un tra- 
zador vâlido de la hormona nativa. Algunos autores con el fin 
de soslayar este problems intentaron el estudio d e u n i ô n  de la 
hormona a las células blanco utilizando hormona no marcada. - 
Para ello, se medîa la desapariciôn por radioinmunoensayo de — 
la hormona del medio pero^de todos modos resultaba muy dificil 
distinguir entre lo que era hormona realmente unida y lo que - 
era hormona degradada C ANTONIADES y GERSHOFF, 19 66 y CROFFORD, 
19 68 1. Por tanto, fue necesario obtener la hormona marcada - 
con una alta actividad especîfica, lo que permitiô trabajar -
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con concentraciones fisiolôgicas de riarmiBna, y con una eficacia 
bioIdgica.
Los dos isôtopos gue mâs se han utilizado para marcar
131 125hormonas polipeptidicas son el I y el I, ya que ambos - 
poseen una alta actividad especîfica y son fâciles de incorpo­
rer a proteînas. También gw^han utilizado (StiKJB isôtopos pero con 
menor frecuencia que los isôtopos del iodo, ya que con ellos 
se obtienen actividades especîficas muy inferiores C KAHN,19751
y no ofrecen mejores ventajas en otros terrenos. De los dos -
125isôtopos del iodo, en la actualidad es el I el mâs empleado
131ya que tiene una vida media mayor y a pesar de que el I tie­
ne una actividad especîfica superior las preparaciones comercia— 
les son mucho mâs impuras C FREYCHET, 19 76 ).
Se utilizan distintos métodos para incorporar el io­
do a la proteîna, lo que generaImente ocurre en la posiciôn — 
orto de los residuos tirosina. De ellos, el mâs amp1lamente - 
utilizado es el método de la cloramina T C HUNTER y GREENWOOD, 
1962 I, que utiliza dicho agente oxidante , con diversas mo- 
dificaciones tendantes a suavizar las condiciones del marcaje 
para que el agente oxidante primero y el agente reductor que se 
anade después no dahen la hormona C ROTH, 19 73 ). Este método 
adaptado para el marcaje de insulina y glucagôn se describe de- 
talladamente en el apartado dedicado a ello en Material y Mé­
todos ,
También se utiliza ampliamente la lactoperoxidasa 
para incorporar el iodo a proteînm'i, ya que este enzima es ca-
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paz de Qxidar el ioduro utilizando como donador el perôxido de 
hidrôgeno e incorporarlo a los restos tirosina C THORELL y - 
JOHANSSON., 1971 1. Parece ser que en su acciôn la lactopero­
xidasa a diferencia de otras peroxidasas, impliea la formaci- 
ôn de un complejo con el residuo tirosina de la proteîna C MO­
RRISON y BAYSE, 1970 ) y, por tanto, es mâs especîfico para 
este residuo. En algunos casos se han obtenido mejores resul— 
tados con este método C SUTDIFFE y col., 1973 y BANERJEE y col., 
1975 I trente al de la cloramina T, pero en otros ha ocurrido 
lo contrario C LAMBERT y col., 1972 ). De todas formas, care- 
cemos de un trabajo de comparaciôn sistemâtica de ambos méto— 
dos.
Otra posibilidad que se ha utilizado y que puede re-
125sultar de utilidad, es el marcaje con I, pero no directa—
mente, con lo que no es expone la proteîna a la acciôn de los
125agentes oxidantes. El I se incorpora previamente a un ester 
de la N-hidroxi succinimida, que con posterioridad se hace - 
reaccionar con la proteîna C BOLTON y HUNTER, 1973 )..
Sin embargo, no hemos contestado a la pregunta de si 
la hormona marcada como hemos descrito posee las mismas pro­
piedades trente al receptor que la hormona no marcada. La acti­
vidad biolôgica se ha investigado en numerosas horm-cnas iodadas 
y, en general, la hormona mono-iodada retiene, sino toda, al 
menos una parte importante de la actividad biolôgica de la hor­
mona no marcada. La actividad biolôgica disminuye, en tërminos
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générales, a medida que aumenta el grado de iodaciôn, lo que 
es lôgico dadas las alteraciones que la adiciôn dè :m âtomo de 
iodo puede causar en la estructura de la molécula.
En el caso de glucagôn, la iodaciôn aumenta su acti­
vidad biolôgica, lo que se deberfa a un aumento de su afinidad 
por el receptor y a una disminuciôn de su degradaciôn C BROMER 
y col., 1973 y DESBUQUOIS, 1975 ). El aumento delà actividad 
biolôgica serîa progresivo a medida que aumenta el grado de io­
daciôn, hasta 4 âtomos de iodo por molécula de glucagôn, a - \ 
partir de donde comenzarîa a disminuir. Pero sin embargo, el 
aumento depende del método utilizado y con el de la cloramina 
T, el glucagôn moniodado solo serîa ligeramente mâs activo que 
el nativo ( DESBUQUOIS, 1975 ). Segûn otros autores, el mono 
iodo—glucagôn serîa igual de activo que el no marcado (RODELL 
y col., 1971 y LIN y col., 1975 ).
En cuanto a la insulina, desde un principio se llamô 
la atenciôn sobre la posibilidad de que la hormona iodada no 
tuviera las mismas propiedades que la hormona no marcada y - 
parecîa que era asî, al menos, cuando se marcafoa fuertemente —
C LEE, 1959 1. Un marcaje mâs suave en el que la incorporq- 
ciôn de iodo sea menor de 1 âtomo/molécula de insulina parece 
que évita la pérdida de actividad C GARRAT, 19 64 y IZZO y col., 
1964 1, Sin embargo, en estos casos los autores no separaron 
la hormona marcada de la no marcada, y cuando se incorpora me­
nos de J. âtomo de iodo/molécula de insulina hay un elevado por— 
centaje de insulina que no se marca y que podrîa ser respon—
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sable de la actividad bioldgica detectada. Otros autores puri- 
ficândola encontraron una disminuciôn de su actividad ( ARQUI- 
LLA y col., 1968 y LAMBERT y col., 1972 ). Con una purificacidn 
mâs cuidadosa de la mono iodo-insulina se ha demostrado amplia— 
mente que no hay pérdida apreciable de su actividad bioldgica 
trente a la hormona no marcada ( BIHLER y MORRIS, 19 72 y SO- 
DOYEZ y col., 1975 ). La incorporacidn del iodo a la insulina - 
ocurre en los residues tirosina de la cadena A y, en condiciones 
suaves en el residuo A-14 y no en el A-19. La incorporacidn 
vç en el resto A—19 puede provocar importantes cambios estructu— 
raies e inactivar la hormona, dado el papel que este juega encO 
IS
la misma C BLUNDELL y col., 1972 ), Estai no ocurre cuando la 
^  incorporacidn se lleva a cabo en el residuo A-14 ( HAMLIN y - 
ARQUILLA, 19 74 ).
3,- LOCALIZACION DEL RECEPTOR.
Que el receptor de las hormonas polipeptidicas se 
halla fundamentalmente en la membrana plasmâtica de las célu- 
las diana es un hecho perfectamente establecido y son muchas 
las evidencias que lo apoyan.
I4OS antisueros contra las hormonas inhiben la accidn 
de estas en el tejido blanco aunque ya haya comenzado la ac- 
ciôn de la misma C PASTAN y col,, 1966 ).
La digestidn de los adioocitos con tripsina inhibe
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la accidn de la insulina sobre ellos ( KONO, 1969 ), aunque 
la estructura celular permanece Intacta y no se altera la ac— 
ciôn de otros agentes C RENNER, 19 73 ) . Losres^ultados son los 
mismos cuando se utiliza tripsina ligada a agarosa C CUATRE- 
CASAS, 19 72 ).
Cuando se liga lahormona a polîmeros insolubles, 
incapaces de penetrar en la célula, esta mantiene su actividad 
bioldgica ( SCHIMER y col., 1968, CUATRECASAS, 1969 y JOHSON y 
col,, 1972a3, Por tanto, parece claro que la hormona ejerce su 
accidn primaria al nivel de la membrana p'I^ jnâtica. Estos re- 
sultados han sido criticados en base a que la hormona ligada 
a estos polimeros se puede liberar C KATZEN y VLAHAKES, 1973),
Con el descubrimiento del AMPc y de la adenialto ci- 
clasa y su implicacidn en la regulacidn del metabolismo de la 
glucosa en hîgado por glucagôn y catecolaminas, se did un avan­
ce muy importante en la comprensiôn de c6mc las hormonas po- 
drîan regular el metabolismo celular a través de su interac- 
cidn con la membrana ( SUTHERLAND y RALL, 1960 y SUTHERLAND y 
col., 1962 ), Se formuld la hipdtesis del "segundo mensajero” 
por la cual, las concentraciones de i^ MPc présentes en el in­
terior de la cêlula diana serfan proporcionales al efecto de 
la hormona sobre sus receptores. A su vez, este nucleôtido - 
séria el causante de los efectos hormonales ( ROBISON y col., 
1968 ) ,
Cuando se purifican las membranas plasmâticas, el 
receptor hormonal se purifica con el1 as, lo que constituye la
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evüencia mâs directa de la localizacidn subcelular del receptor 
( CUATRECASAS, 1971 y FPEYCHET y col., 1971 ). Con la membrana 
plasmâtica tambiên se purifica la adenilato ciclasa y por tan­
to, en la membrana se halla todo el sistema necesario para la 
respuesta a algunas hormonas ( POHL y col., 1971 ).
Con la hormona marcada con ferritina o conjugada con 
compuestos fluorescentes y la posterior observacidn microscd- 
pica se puede ver que el sitio de unidn de la hormona es la - 
membrana plasmâtica C JARETT y SMITH, 1975 y SCHEESSINGER y - 
col., 1978 1 y que su distribucidn no es uniforme ( JARETT y 
SMITH, 19 77 î .
La situacidn del receptor y del efector C adenilato 
ciclasales asimétrica , como se deduce del estudio delà accidn 
de la tripsina en adipocitos y sus membranas ( RODBELL y col., 
19 70 y BEÎTNETT y CUATRECASAS, 19 73 ). Por otra parte, parece 
claro que los componentes receptor y efector son diferentes en- 
tidades ya que la adenilato ciclasa en adipocitos es sensible 
a varias hormonas y todas ellas actuarfan sobre la misma uni- 
dad catalXtica, pero a través de diferentes receptores hormo­
nales, lo que hace dificil concebir que todos ellos sean un - 
mismo elemento junto con el elemento catalftico C BIRNBAUMER y 
RODBELL, 19 69. I. Ademâs en ratas hipofisectomizadas se pierde 
la respuesta de adenilato ciclasa a la ACTH en el adipocito, 
pero no a glucagén o adrenalina, lo que sugiere que la unidad 
catalitica y el receptor son diferentes y estân sometidos a di-
18.
ferente control en su sfntesis y degradacién C BRAUN y HECH­
TER, 1970 ).
Aunqùe los receptores para hormonas polipeptîdicas 
se encuentran fundamentalmente en las membranas plasmâticas 
de las células blanco, tambiên se han enoontrado en diverses 
organelas intraceluiares ( KAHN y col., 1973 y BERGERON y col 
1973 ). Las caracterîsticas de estos receptores son las mismas 
que las de los de la membrana plasmâtica ( GORDEN y col.,19 80) , 
a diferencia de lo que ocurre con los receptores de insulina 
encontrados en el nûcleo de los hepatocitos C VIGNERI y col.,
19 72 ). Los receptores hormonales del retîculo endoplâsmico y 
del aparato de Golgi se encuentran al parecer en la parte in­
terna de la membrana lo que sugiere que podrfan ser los pre— 
cursores del receptor en la membrana plasmâtica. Para los re­
ceptores del nûcleo se ha sugerido que podrîan estar relacio- 
nados con las acciones a largo plazo de la hormona ( GORDEN y 
col., 19801. Para que estos receptores intracelulares sean ac­
tives, la hormona debe ser accesible a ellos. Parece ser que 
la hormona es capaz de penetrar en las cêlulas blanco, al menos 
en algunos casos, y que para ello se requiere previamehte - 
la uniôn al receptor en la membrana plasmâtica. Sin embargo, 
la hormona internalizada no se localiza en las estructuras que 
contienen los receptores, sino en los lisosomas lo que ha su— 
gerido a algunos autores que dicha internalizaciên del complejo 
hormona-receptor y su posterior degradaciên podria ser el méca­
nisme implicado en la regulaciên del nûmero de receptores por
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los niveles circulantes de la hormona homdloga ( GORDEN y col 
1980 ).
4.- INTEPACCION HORMONA-RECEPTOR: CARACTERISTICAS
El aislamiento ôelos receptores hormonales en canti- 
dades suficientes que permitan su caracterizacidn estâ en los 
momentos actuales en sus incios, dadas las pequenas cantidades 
en que se encuentran y las dificultades de trabajar con pro- 
teînas intégrales de la membrana. Por esta raz6n, el receptor 
es definido por lo que hace y no por lo que es. Y son estas 
caracterîsticas en su accidn lo que lo define y lo que obvia- 
mente nosotros empleamos para caracterizarlo. Las caracterls- 
ticas que habitualmente se incluyen son :
- La unidn de la hormona al receptor es râpida y reversible 
Su afinidad estâ en armonîa con su accidn bioldgica.
- El nûmero de receptores es finito.
- Se localizan en los tejidos blanco de la accidn hormonal.
- Es especifico.
- La unidn de la hormona al receptor se correlaciona con la 
accidn bioldgica de la misma.
La uni6n de la hormona al receptor es un proceso de— 
pendiente de la temperatura, tanto en la cantidad que se une 
como en la afinidad con que lo hace ( KAHN y col., 1974, CUA-
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TRECASASV 1971 y RODBELL y col,, 1971 ) .Cuando se ahade hormona 
fria en exceso, se élimina del medio o se acidifica este, la 
unidn de la hormona al receptor se revierte râpidamente, lo que 
se corresponde con la râpida reversibilidad de la acciôn hormo­
nal cuando se retira la hormona del medio ( KAHN y col., 1974 
y RODBELL y col., 1971 ). En algunos casos la unidn parece - 
prâcticamente irreversible, como es el caso del glucagôn unido
a membranas plasmâticas de hîgado ( RODBELL y col,, 1971 ), -
sin embargo, el proceso de reversiôn se acelera cuando se aha­
de EDTA y cuando se ahade GTP o ATP, lo que nos sugiere que el
proceso de unidn y separaciôn de la hormona del receptor es un
proceso mâs complicado, en el que pueden intervenir otros ele- 
mentos aparté de la hormona y el receptor.
La afinidad de las honronas polipeptîdicas por su re­
ceptor es alta, del orden de 10^-10^^ M ^, lo que se correspon­
de bien con sus concentraciones en plasma C GAVIN III y col., 
1973 y KAHN, 1976 1.
El nûmero de receptores hormonales es finito y muy - 
variable de unas hormonas a otras y para una misma hormona en 
los diferentes tejidos blanco de la acciôn hormonal ( GAVIN III 
y col,, 1973 y KAHN, 1976 ), Ademâs, su distribuciôn a lo lar­
go de la membrana no es uniforme como hemos descrito anterior- 
mente. Sin embargo, sus aspectos cuantitativos son complejos, - 
ya que aunque ahadamos un gran exceso de hormona no marcada - 
siempre permanece una pequeha cantidad de hormona marcada unida.
21.
que es lo que denominamos "unidn inespecîfica" y no tiene rela- 
cidn alguna con la actividad bioldgica de la hormona.
La afinidad y nûmero de receptores de las hormonas 
polipeptîdicas se calculan fundamentalemnte a partir de los da- 
tos de unidn de la hormona al receptor en el equilibrio y con 
diferentes concentraciones de hormona. Estos datos se represen- 
tan posteriormente segûn Scatchard, Cuando el receptor es ho- 
mogêneo y no existen interacciones entre ellos y siempre que - 
ocurra lo mismo con la hormona la representaciôn de Scatchard — 
es una llnea recta, siendo la pendiente la afinidad y la inter- 
seccidn con el eje de abcisas el nûmero de receptores, Esto es 
asi para algunas hormonas como la del crecimiento, calcitonina, 
prolactina, etc,., C KAHN, 1975 y KAHN, 1976 ). Sin embargo,no 
ocurre lo mismo para otras hormonas como la insulina, el gluca— 
gôn, la tirotropina C TSH ), etc... ( KAHN, 1975, KAHN, 1976 ), 
donde la representaciôn de Scatchard es una curva de tipo c6n- 
cavo. La interpretacidn de este tipo de curvas es complejo. En 
algunos casos, como es el de la insulina, la eusa séria la exis- 
tencia de un fenômeno de cooperatividad negativa entre los re­
ceptores de la misma, que se pone de manifiesto en el proceso 
de disociacidn que es acelerado por la presencia de hormona no 
marcada en el medio C De MEYTS y col,, 1973 y De fŒYTS y col., 
1976 L« En otros casos, no parece que la causa de este fenô- 
meno sea la cooperatividad negativa entre los receptores, como 
es el caso de glucagôn y se acepta en principio la existencia
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de dos tipos de receptores con diferente afinidad por la hor— 
mona, que por otro lado, es la explicaciôn mâs general de es­
te tipo de curvas ( SONNE y GLIEMAN, 19 77 ). Evidentemente es­
ta aceptaciôn no impiica una definiciôn de lo que son los dos 
tipos de receptores, si realmente son diferentes y con distin­
ta funciôn o es el mismo receptor en dos situaciones diferen— 
tes en la membrana con o sin funciones determinadas. En todo 
caso, parece poco probable que la heterogeneridad observada sea 
debida a la hormona.
El receptor se localiza en la membrana plasmâtica de 
las cêlulas diana, pero es necesario tener en cuenta que en la 
actualidad se estân reconociendo receptores hormonales en te­
jidos no reconocidos tradicionalmente como blanco de la hor­
mona C ILLIANO y col., 1973 ). Incluso hay casos de tejidos — 
donde se detectan buen nûmero de receptores para una détermina— 
da hormona, pero no le es conocida ninguna funciôn a la misma 
en ellos C POSNER y col., 1974 y SHIN y FRIESEN, 1974 ).
La especificidad es una propiedad fundamental de los 
receptores hormonales, de tal forma que podemos afirmar que - 
cada hormona posee su propio receptor del cual solo puede ser 
desplazada por ella misma y no por otras hormonas, aunque su - 
estructura sea muy similar como es el caso del glucagôn, secre— 
tina y VIF C DESBUQUOIS y col., 1973 y RODBELL y col., 19714. 
Derivados de una hormona, anâlogos u hormonas de distintas es- 
pecies que poseen diferente actividad biolôgica son reconocidas 
por el receptor con afinidades diferentes y correlatives a su
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potencia biolôgica, lo que constituye una clara evidencia de es­
ta especificidad ( FREYCHET y col., 1971 y FREYCHET y col., - 
1974 ). Sin embargo, hay excepciones que vioIan esta regia de 
la especificidad, al menos en el sentido tan estricto en que 
la hemos formulado, como son los casos de hormonas que actûan 
a través de un mismo receptor u hormonas que presentan un cier- 
to grado de reacciôn cruzada con los receptores de otras (RAO 
y SAXENA, 1973, LESNIAK y col., 1974, HINTZ y col., 1972 y ME- 
GGESI y col., 1975 i.
Si bien hemos definido algunas caracterîsticas de la 
interacciôn hormona-receptor la uniôn de la hormona a dicho re­
ceptor debe estar relacionada con su acciôn biolôgica. Es nece­
sario interpretar con cautela los resultados de uniôn deJla hor­
mona a un posible receptor ya que algunos autores ( CUATRECA­
SAS y HOLLENBERG, 19 75 ï han descrito el caso de determinados 
materiales inertes capaces de unir insulina de forma que es - 
desplazable por insulina a bajas concentraciones y no por otras 
hormonas.
La uniôn de la hormona al receptor se relaciona con 
la actividad biolôgica y se puede demostrar de diferentes for­
mas. Debe existir un paralelismo entre la uniôn y la actividad 
biolôgica a una determinada concentraciôn de la hormona. En al­
gunos casos dicha correlaciôn parece lineal ( GLODFINE y col., 
1972 ), pero los datos son dificiles de concilier con el rango 
de concentraciones fisiolôgicas en que se mueve la hormona. 
Ademâs la correlaciôn para una determinada hormona puede varier
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en funciôn de la actividad biolôgica que se determine ( MOYLE 
y col., 1978 )y , por tanto, quizâs no sea el camino mâs adecua- 
do para demostrar la correlaciôn uniôn-actividad biolôgica. - 
Existe una correspondencia entre la uniôn, determinada por la - 
afinidad, y la acciôn biolôgica de diferentes derivados y anâ­
logos de una determinada hormona o bien la hormona de diferen­
tes especies ( CUATRECASAS, 1971e,FREYCHET y col., 1971, FREY­
CHET y col., 1975 ). Sin embargo, no debe olvidarse que exis­
ten anâlogos hormonales capaces de unirse al receptor, pero que 
apenas ponen en marcha la acciôn biolôgica. Estos anâlogos son 
los antagonistas.
Existen determinados agentes capaces de modificar la 
uniôn y la acciôn biolôgica de la hormona de forma paralela.Asî 
la tripsina modifica la uniôn y la acciôn biolôgica de la insu­
lina en los adipocitos ( CUATRECASAS, 1971b) o el efecto cau- 
sado por diferentes agentes sobre la uniôn de glucagôn y la ac- 
tivaciôn de la adenilato ciclasa ( RODBELL y col., 1971 ).
5.- DEGRADACION DE LA HORMONA.
De una forma continua las hormonas peptidicas son de— 
gradadas en mayor o menor medida en el organisme, con lo que 
se logra hacer mâs puntual la respuesta mêt^ôlica a los cambios 
en los niveles hormonales.
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El material biolôgico que se utiliza para llevar a 
cabo los estudios de interacciôn hormona-receptor normalmente 
posee la capacidad de degradar la hormona, y en algunos casos, 
como glucagôn, es el centre fundamental de la degradaciôn de la 
hormona ( ASSAN, 1972 y POHL y col., 1972 ). Por tanto, debe- 
mos preguntarnos en qué medida este hecho nos puede alterar - 
los resultados que se obtienen en el estudio de la interacciôn 
hormona-receptor. La degradaciôn. Si es un proceso importante, 
puede alterar las concentraciones reales de hormona en el medio, 
y por tanto, puede dar lugar a datos errôneos. De hecho, parece 
ser que en algunos casos la inhibiciôn del proœso degradativo - 
aumenta la uniôn de la hormona y su actividad biolôgica a con­
centraciones no saturantes de la misma, pero el nûmero de re­
ceptores es el mismo. Otros autores dudan de que incluso se dé­
tecte alteraciôn en la afinidad ( DESBUQUOIS y col. , 1974 ) .
No parece, por otro lado, que lo que detectamos como uniôn al 
receptor pueda considerarse como contribuciôn de la uniôn de la 
hormona a su sistema degradativo, ya que cuando se altera la - 
degradaciôn no se modifica el nûmero de receptores. Por otra - 
parte, la afinidad de la hormona por el sistema degradativo es 
menor que por el receptor , y parece lôgico que no interfiera 
con el receptor al menos en las concentraciones normalmente uti- 
lizadas.
El sistema de degradaciôn de la insulina y del glucagôn présen­
tes en la membrana plasmâtica de la cêlula diana no estâ bien - 
caracterizado. En el caso de glucagôn, se sabe que dicho sistema
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degradativo C POHL y col., 1972 ) es diferente del sistema de­
gradativo présente en la fracciôn soluble del hepatocito ( Me 
DONALD y col., 1969 ) , pero se desconoce como el sistema pré­
sente en la membrana es capaz de degradar glucagôn C POHL y - 
col., 1972 ) . Por otro lado, el sistema degradativo de gluca­
gôn es diferente del de recepciôn ( DESBUQUOIS y CUATRECASAS, 
1972 1.
Para insulina ocurre algo similar, aunque no existe 
acuerdo sobre si el sistema capaz de degradar la insulina pré­
sente en la membrana plasmâtica de las células diana es una - 
actividad proteasa o es la glutatiôn—insulina transhidrogena- 
sa C DUCKTVORTH, 1979 y VAPANDANI, 1973 ). Existe acuerdo en que 
el sistema degradativo y el receptor-son elementos diferentes, 
pero es polémica la participaciôn del receptor en dicho proce­
so de degradaciôn. Segûn unos autores, el receptor no intervie— 
ne en el proceso de degradaciôn de la insulina, ya que su afi­
nidad por la hormona es mucho mayor que la determinada para el 
^iatema de degradaciôn? la insulina se disocia del receptor en 
forma activa? y no existe una correspondencia entre la afini­
dad de diferentes anâlogos por el receptor y su degradaciôn - 
C FREYCHET y col., 1972 y OLEFSKY y col,, 1975 ). Sin embargo, 
para otros autores séria el complejo hormona-receptor el sus— 
trato de la acciôn del sistema degradativo de insulina C TERRIS 
y STEINER, 1975 y DIAL y col., 1977 ).
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6.- NATURALEZA DEL RECEPTOR.
Ya hemos comentado anteriormente que la purificaciôn 
de los receptores hormonales estâ en sus etapas inciales y, - 
por tanto, no es conocida su naturaleza yestructura de forma - 
detallada siendo el conocimiento que tenemos de ellos fragmen- 
tario y debido a estudios indirectos.
Todos los receptores para las hormonas polipeptîdicas 
sop susceptibles en mayor o menor medida a la acciôn de las - 
proteasas, tripsina fundamentalmente, de tal forma que estas 
inhiben la uniôn de la hormona a ellos y su acciôn biolôgica - 
C KONO, 1969 y RODBELL y col., 1971 ).
La neuraminidasa no afecta la uniôn de insulina a su 
receptor aunque si afecta su acciôn biolôgica C CUATRECASAS e 
ILLIANO, 19 71 ), lo que sugiere que los residuos de âcido siâ— 
lico no son componentes déterminantes .del reoêptor de insulina. 
Cuando la digestiôn se lleva a cabo con neuraminidasa y ga— 
lactosidasa si hay una disminuciôn en la uniôn de i^ulina a 
su receptor que se corresponde con una disminuciôn de su acti­
vidad biolôgica C CUATRECASAS, 1974 )\ Esto nos sugiere la exis­
tencia de restes de galactosa en el receptor de insulina, y su 
haturaleza glicoproteica.
El receptor de insulina no es sensible a la acciôn 
de las fosfolipasas o a la extracciôn de los fosfolipidos, sino 
que la desapariciôn de estos aumenta la uniôn de^insulina debi- 
do a la exposiciôn de los receptores situados en las porciones
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mâs interna de la membrana ( CUATRECASAS, 1971a). Sin embargo, 
el papel que juegan los fosfolipidos en otros receptores es 
muy importante, tal es el caso dél receptor de glucagôn. La - 
digestiôn de las membranas hepâticas con fosfolipasas o el - 
tratamiento con digitonina disminuye la uniôn de glucagôn a las 
mismas y su acciôn biolôgica ( RODBELL y col., 1971, RUBALCAVA 
y RODBELL, 1973 ) , recuperândose di(Wios efectos con la adiciôn 
de fosfolipidos C POHL y col., 19 71a) . Cuando se utiliza fosfo- 
lipasa C de Bacillus cereus, que solo hidroliza los fosfoli­
pidos âcidos, se inhibe por completo la respuesta de la adeni­
lato ciclasa a glucagôn, cosa que no ocurre con otras fosfoli­
pasas que hidrolizan los fosfolipidos neutros C RUBALCAVA y - 
RODBELL, 19 73 ) . Tambiên se produce una disRCinuciôn de la uniôn 
de glucagôn ya que se altera la afinidad de la hormona por el — 
receptor, pero no se altera el nûmero total de sitios, por lo 
que parece aue los fosfolipidos no son parte directa del recep­
tor, Ademâs, el efecto de GTP sobre la uniôn de glucagôn desa- 
parece, sin embargo no se afecta en absolute la uniôn de dhshis- 
tidina glucagôn. De todo ello paresœ deducirse que los fosfoli­
pidos âcidos estarian implicados en un sitio de uniôn del resi­
due histidina N—terminal de glucagôn y del GTP, lo que modula- 
ria la uniôn de glucagôn a su receptor. De otro lado, los fos­
folipidos âcidos tambiên estarian implicados en la activaciôn 
de la adenilato ciclasa por glucagôn, pero no por otros estî- 
mulos como el NaF C RUBALCAVA y RODBELL, 19 73 ). Estos resul­
tados se ven confirmados por el hecho de aue cuando se solu-
29.
biliza la adenilato ciclasa se pierde la revuesta a glucagôn, 
pero no a NaF ( LEVEY, 19 70 ) y se reupera, al menos parcial- 
mente, con la adiciôn de fosfolipidos ( LEVEY, 1971 ). Estos 
resultados de forma indirecta se ven confirmados cuando se in­
tenta purificar el receptor.
Aunque se ha descrito la solubilizaciôn del receptor 
de insulina en monocitos en ausencia de detergentes C GAVIN 
III y col., 1972 1 no es esto lo que ocurre normalmente, por 
lo que es necesario solubilizarlo con detergentes. Son los de­
tergentes no iônicos los que mejores resultados han dado (KAHN 
19 75 ), ya que son los que menos modifican la estructura de las 
proteinas de la membrana ( HELENIUS y SIMONS, 1975 ). La solu­
bilizaciôn de los receptores plantea algunos problemas ya que 
hay algunos que pierden su afinidad por la hormona después de 
la solubilizaciôn C D.UFAU y GATT, 1973 y JOHNSON y col. , 1972) 
y se complican los ensayos posteriores, ya que la hormona se - 
puede unir al detergente y detectarse como si fuera uniôn al - 
receptor C GIORGIO y col., 1974 ) . Aparté de las dificultades 
originadas por la necesidad de utilizar detergentes para solu- 
bilizar los receptores antes de iniciar su purificaciôn, hay - 
otra gran dificultad que es la escasez de los mismos frente 
a otras proteinas de la membrana;; Séria necesario purificarlos 
unas 25Q.QQ0 veces para obtener preparaciones de receptor media- 
namente puras C KAHN, 1976 y CUATRECASAS, 1974 ). El receptor 
de insulina solubilizado se une a la concanavalina A ligada a 
Sefarosa, lo que confirma su naturaleza glicoproteica deducida
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de los experimentos indirectos ( CUATRECASAS y 'TOLL, 1973 ).
Los restos de cisteîna, tirosina y triptôfano pare- 
cen jugar un papel importante en algunos receptores hormonales 
ya que se muestran susceptibles a la acciôn de réactives ca­
paces de reaccionar con estos grupos ( oërAU y col., 1974 y 
CUATRECASAS, 1971a).
El peso molecular del receptor es de aproximadamente 
200.000 dalton C KAHN, 1976 ). Un dato muy interesante es que 
existen sugerencias expérimentales de que estos receptores 
podrian estar formados por oligômeros mâs pequehos, lo que po— 
drîa servir de base estructural a la interacciôn de los re­
ceptores entre si y de fenômenos como la cooperatividad nega— 
tiva observada en el receptor de insulina ( GINSBER y col. , 
1976 y KLEIN y col., 1973 ).
7,- SISTEMA EFECTOR O CATALITICO.
La acciôn de las hormonas polipeptidicas tiene lugar 
a nivel de las membranas plasmâticas de las células diana, - 
y el proceso es bien conocido para aquellas hormonas que modu­
lar la actividad de la adenilâto ciclasa, enzima présente tam- 
biën en la membrana plasmâtica. La hormona es capaz de regular 
los niveles de AMPc en el interior de la cêlula que actuaria 
como segundo mensajero C ROBINSON y col., 1968 ), y el AMPc — 
séria capaz de controlar determinados aspectos del metabolismo
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celular C JOST y RICKENBERG, 19 71 ). Sin embargo, en el caso 
de aquellas hormonas que no son capaces de modular la activi­
dad de la adenilato ciclasa, ni regular los niveles de AMPc 
en el interior de la cêlula, su sistema efector o sistemas - 
efectores, es desconocido, como ocurre con la insulina (CZECH 
1977 L. Por esta raz6n todo lo que comentaremos sobre el sis­
tema efector serâ sobre el sistema efector adenilato ciclasa.
La adenilato ciclasa es un enzima complejo presents 
en la membrana plasmâtica en los eucariotas y susceptible de 
regulaciên por diversos elementos, no solo las hormonas. El 
iôn calcio a concentraciones elevadas es un inhibidor de la 
actividad adenilato cilasa, tanto la basai como la estimulada 
por las hormonas. Sin embargo, a concentraciones mâs bajas - 
puede ser incluso necesario para que las hormonas puedan esti- 
mularla.
El aniôn fluoruro estimula la actividad adenilato 
ciclasa de forma poco reversible. Sus caracterîsticas son di­
ferentes del modo como la estimulan las hormonas, es indepen- 
diente del medio lipîdico en que se haya el enzima y su efecto 
se revierte con pirofosfato. Por otro lado, el aniôn fluoruro 
es capaz de inhibir la respuesta de la adenilato ciclasa a las 
hormonas y su mecanismo es difbrente al de estimulaciôn de la 
misma actividad C BIRNBAUMER, 19 77 ).
El sustrato de la adenilato ciclasa es el ATP comple-
2— 3—
jado con magnesio C ATP Mg } y el ATP protonado (ATPH ) -
serîa un potente inhibidor oomoetitivo del enzima, a este hecho
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se debe, en gran medida el efecto estimulador del magnesio 
C De HAEN, 1974 ), con independencia de que pueda existir un 
sitio alostérico de regulaciôn para el magnesio en algunos - 
sistemas C GARBERS y JOHNSON, 197 5 ).
El punto mâs interesante es la acciôn de los nucleô- 
tidos de guanina sobre la actividad de la adenilato ciclasa, 
ya que en la actualidad sabemos que son necesarios para que - 
las hormonas puedan ejercer sus efectos sobre el enzima. Los 
primeros en describir la acciôn de los nucleôtidos de guanina 
sobre la adenilato ciclasa fueron y Rodbell y col C RODBELL 
y col., 1971b) en membranas hepâticas. Estudios posteriores, 
indicaron que se hayan implicados de forma general en la regu- 
laciôn de la adenilato ciclasa. Normalmente lo que ocurre es 
que el GTP estimula la actividad de la adenilato ciclasa y - 
su estimulaciôn por hormonas y el GDP la inhibe, sin embargo, 
esta régla no es rfgida y son posibles otras modalidades - 
C BIRNBAUMER, 1977 ). El GTP es capaz de estimular la activi­
dad adenilato ciclasa solo ligeramente, pero lo hace de una - 
forma instantânea. Su anâlogo el guanidin imido difosfato - 
C GMPPNHP 1, que no se hidroliza, la estimula mâs fuertemente, 
sin embargo su acciôn requiere un cierto tiempo para manifes- 
tarse que se acorta cuando se eleva su concentraciôn. Ademâs 
su efecto es menos reversible que el de GTP.
Por otro lado, la hormona C glucagôn) por si sola, 
en ausencia de EDTA y presencia de bajas concentraciones de - 
ATP estimula solo ligeramente la actividad adenilato ciclasa
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y ademâs requiere un cierto tiempo para que se manifieste su 
acciôn al igual que ocurre con el GMPPNHP. Cuando se utiliza 
GTP y glucagôn juntos se estimula mucho mâs la actividad ade­
nilato ciclasa y de forma instantânea, sin retardo alguno. Si 
utilizamos GMPPNHP y glucagôn juntos la estimulaciôn de la ade­
nilato ciclasa es instantânea. pero solo un poco mayor que la 
producida por el GMPPNHP solo, de lo que parece deducirse que 
el nucleôtido por si solo, aunque de forma lenta, séria capaz 
de activar la adenilato ciclasa de forma practicamente mâxima 
sin requérir la hormona. De todo ello pazeoe deducirse que am- 
bos activadores, la hormona y el GTP y sus derivados, son ca­
paces de actuar de forma coordinada para llevar râpidamente 
al enzima a una conformaciôn mâs activa. Ambos activadores se 
potencian C RODBELL y col., 1974 , BIRNBAUMER, 1977 ). Estos 
hechos son la base mâs importante sobre la que se han elaborado 
diversas hipôtesis sobre el modo como regulan los nucleôtidos 
y las hormonas la acciôn de la adenilato ciclasa'. Estas hipô— 
tesis ' explican el comportamiento cinêtico de la adenilato 
ciclasa de forma satisfactoria en el sistema utilizado por los 
autores, pero sin embargo a veces les es dificil explicar al­
gunos hechos en otros sistemas C BIRNBAUMER, 19 77 ).
Rodbell y col C RENDELL y col., 1975 ) propùsieron 
la teoria de los très estados. Segûn ellos serîan posibles très 
estados conformacionales para el enzima : E o bâsica de baja 
actividad catalitica, E ’, que es la forma complejada con GTP 
C OGMPPNHP len principio con una alta potencialidad catalitica.
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pero dado que es muy sensible a la inhibiciôn por A.TPH^  su 
actividad catalitica es baja, e incluso inferior a la de E.
De E ' se pasaria a una forma E '' de alta actividad, poco sen­
sible a ATPH^ . El paso a la forma E*' es râpido si E* es la 
forma complejada con GTP y lento si lo es con GMPPNHP. Sin - 
embargo, con GMPPNHP el equilibrio estaria mucho mâs despla- 
zado hacia E''.
Cuatrecasas y col C CUATRECASAS y col., 1975 ) pro- 
pusieron otro modelo con bastantes similitudes al propuesto 
por el grupo de Rodbell. Tambiên serian très los estados posi­
bles para el enzima : el estado basai, poco activo, la forma 
complejada con el nucleôtido, que tampoco séria plenamente 
activo y, por Ultimo, el enzima-PPi si el nucleôtido con el 
que se une fuera el GTP y enzima-PNHP si fuera el GMPPNHP - 
el complejante. Este tercer estado es plenamente activo. Es­
te modelo explica muy bien porquê el GMPPNHP estimula el enzi­
ma de forma poco reversible ya que el E-PNHP séria mâs dificil 
de hidrolizar que el E-PPi. Sin embargo este modelo no explica 
tan detalladamente el comportamiento cinêtico del enzima como 
lo hace el modelo de Rodbell.
Birnbaumer y col han propuesto un modelo para la ac­
ciôn de los nucleôtidos y las hormonas sobre la adenilato ci­
clasa en el que solo existen dos estados del enzima ( BIRNBAU­
MER y col., 198Q e IYENGAR y col., 19 80 ). Un primer estado - 
con actividad prâcticamente nula y que prédomina en ausencia 
de ligando y un estado activo prédominante en presencia de li-
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gando. Dicho modelo parece explicar tambiên los datos cinêticos 
de la acciôn de adenilato ciclasa y su estfmulo por nucleôti­
dos y hormonas.
En los très modelos propuestos los nucleôtidos jue­
gan un papel fundamental en la acciôn de las hormonas, y en 
ningûn caso se postula la formaciôn de un complejo estable entre 
el enzima y el complejo hormona-receptor. La funciôn del com­
plejo hormona-receptor serîa la de favorecer el paso del enzi­
ma a la forma activa.
Tambiên se han propuesto otras hipôtesis basadas en 
hechos mâs aislados con el fin fundamental de explicarlos - 
C PFEUFFER y HELMREICH, 1975 ). Estos autores proponen que la 
activaciôn de la adenilato ciclasa por los nucleôtidos de gua­
nina se deberîa a que provocarîan la disociaciôn de una sub- 
unidad inhibidora.
Debemos preguntarnos ahora como la hormona puede - 
favorecer el paso de la adenilato ciclasa a la forma mâs activa, 
Se han propuesto varias hipôtesis, sin embargo, en todos los 
casos son muy escasas las evidencias de que ello pueda ocurrir 
de la forma propuesta,
El receptor serîa una unidad catalîtica de la ade­
nilato ciclasa y al unirse a êl la hormona se favorece la esta- 
bilizaciôn de la unidad catalîtica en la conformaciôn mâs ac­
tiva, Sus ûnicas evidencias son el hecho de que la sensibilidad 
de las porteînas de la membrana a la iodada con lactoperoxi-
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das a es diferente en ausencia de glucagôn o en su presencia - 
( TROSPER V LEVY, 1974 ) y que la susceptbilidad de la ade­
nilato ciclasa a la iodoacetamina varia on o sin glucagôn —
C STORJM y DOLGINOW, 1973 ) . Pero en cimbos casos es necesario 
emplear concentraciones muy elevadas de g.ucagôn para observar 
dictios cambios.
Segûn otros autores el receptor séria una unidad in— 
hibidora y la uniôn de la hormona a él liieraria de la misma 
a la unidad catalitica C LEVEY y col. , 19M ) . Esta misma hi— 
pôtesis se ha formulado para otros activalores como el fluo­
ruro y los nucleôtidos. Como evidencia de ello se ha sugerido 
que es la observaciôn de que la apariciôn durante el desarrollo 
ontogénico de la sensibilidad a algunos ejtîmulos mencionados 
se correlaciona con una disminuciôn en la actividad basai del 
enzima. Sin embargo, el fenômeno parece s*r bastante mâs com­
plejo C HUNZICKER-DUNN y BIRNBAUMER, 19 76 ) . Otros autores pro­
ponen C NAJJAR y CONSTANTOPOULOS, 19 73 1 ;ue la forma activa - 
de la adenilato ciclasa séria el enzima difosforilado y que es­
te resultaria inhibido al fosforilarse, p»r tanto, las hormonas 
favorecerian su defosforilaciôn,
Otra posibilidad es el papel qui podrian jugar los 
fosfolipidos en la transmis iôn de la in formaciôn de la hormona 
a la adenilato ciclasa, aspecto del que hanos hablado al comen— 
tar la naturaleza del receptor.
La hipôtesis del receptor movil C BENNET y col.,1975) 
sugiere que el receptor estaria s^narado le la unidad catali-
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tica y, al unirse a él la hormona, aumentarîa su afinidad por
ella. Como el receptor puede desplazarse a lo largo de la mem—
brana, al chocar con la unidad catalîtica el receptor unido a 
la hormona serîa capaz de estabilizarla en una conformaciôn 
mâs activa. Esta hipôtesis es sumamente atractiva, dada su sen- 
cillez, y podrîa explicar facilmente hechos difîciles de com- 
prender, tal como lo son el que varios receptores actuên sobre 
la misma adenilato ciclasa o que solo un porcentaje pequeho de 
ellos sea suficiente para activar totalmente el sistema. Sin 
embargo, este modelo se ha construido sobre los datos de acti- 
vaciôn de la adenilato ciclasa por la toxina colérica CBENNET y 
CUATRECASAS, 19 75a y BENNET y CUATRECASAS, 1975b ) y su apoyo 
experimental en el caso de la estimulaciôn por las hormonas es 
muy escaso C BOUSLAY y col., 1977 1.
Re c i en t emen te Rodbell C RODBELL, 1980 ). ha propuesto
que la adenilato ciclasa es un sistema regulador complejo, que 
estâ constituido por el receptor, el componente catalîtico y 
proteinas reguladas por GTP. En este complejo, el receptor in­
hibe la interacciôn de las proteînas reguladoras con GTP. La 
uniôn de la hormona al receptor, libera esta inhibiciôn, lo - 
que dâ lugar a una ruptura de la forma oligomérica en un com­
plejo monomêrico rec ep to r-p ro te în as reguladoras. Bajo estas cir- 
cunstapci^s es'te tjltimo complejo puede reaccionar con la unidad 
caralftica para dar lûgar a la producciôn de Aî4Pc.
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8.- RELACION ESTRUCTURA-ACTI\rEDAD DE LA HORMONA.
El estudio de la relaciôn estructura-actividad de 
las hormonas polipeptîdicas se vé frenado por una serie de di­
ficultades inherentes al mismo material de estudio. No es fa- 
cil determinar de forma detallada la estructura tridimensional 
de una proteîna, ni obtener anâlogos o derivados con modifi- 
caciones estructurales concocidas y con las necesarias garan— 
tîas de pureza, y precisamente son estos anâlogos uno de los 
instrumentos mâs fundamentales para estudiar las relaciones - 
estrucutra-actividad. Al hallarse el receptor incluido en la 
membrana plasmâtica y dada la complejidad de esta, se hace muy 
dificil poder aplicar técnicas que rinden buenos resultados - 
con proteînas solubles.
El glucagôn es un péptido pequeho de 29 aminoâcidos y 
aunque su secuencia primaria es conocida desde 1957 (BROMER y 
col., 1957 1 no se han elucidado todavîa sus relaciones estruc­
tura—actividad con la necesaria claridad. Posee dos zonas en — 
sus partes extremes con un alto contenido en aminoâcidos hidrô- 
fobos que son las zonas 22—27, cercana al C-terminal y la 6-14 
cercana al N-terminal C SASKI y col., 1975 ). La interacciôn 
de glucagôn con su receptor présenta caracterîsticas de inte­
racciôn hidrofôbica ( RODBELL y col., 1971#) y se pensô en un 
principio que la regiôn hidrofôbica cercana al C-terminal era 
la que reconocîa el receptor, siendo la zona N-terminal, en -
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concrete la histidina N-terminal, la zona activadora de la - 
adenilato ciclasa. Asî cuando se eliminan los restes hidrôfo- 
bos de la zona C-terminal el fragmente résultante es inactive 
ya que no se une al receptor. Sin embargo, cuando se élimina 
la histidina N-terminal el fragmente résultante se une al re­
ceptor con menor afinidad, pero es incapaz de activar la ade­
nilato ciclasa ( RODBELL y col., 1970,aSPIEGEL y BITENSKY, - 
1969, y RODBELL y col., 1971a). De ello parecîa deducirse - 
ademâs que toda la molécula de glucagôn era parte activa.Pos­
teriormente se ha observado que los restos 28 y 29 de caracter 
no hidrofôbico juegan un papel importante en la uniôn al re­
ceptor C LIN y col., 1975 ) y que la zona hidrofôbica C-ter­
minal no es tan esencial como se pensô en un principio. Ademâs, 
el deshistidina glucagôn es capaz de estimular la adenilato - 
ciclasa hasta un 70% de su actividad mâxima, por tanto, no pa­
rece tan esencial como se pensô en un principio para activar 
la adenilato ciclasa C LIN y col., 1975 y WRIGHT y col., 1978).
En soluciôn, el glucagôn es una molécula que posee 
poca estructura secundaria y tercciaria. Sin embargo, cuando 
forma cristales séria una hêlica entre los restos 6 y 27 en 
la que los monômeros forman trimeros por interacciôn de sus - 
zonas hidrofôbicas, Dichos trimeros pueden existir tambiên en 
soluciôn C BLUNDELL, 19 79 I. Otros autores han observado es­
tructura de cadena^ en glucagôn, pero solo a pH âcido (BEAl^ EN 
y col., 1969 ).
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La interaccidn de glucagôn con detergentes y fosfo- 
lîpidos favorece la formaciôn de la o^-hélice, ya gue esta al 
exponer mâs al exterior los restes hidrôfobos solo se forma- 
rîa en condiciones capaces de estabilizarla ( BORNET y EDEL- 
HOCH, 1971 y EPAND y JONES, 1977 ). De todo ello se ha sugeri- 
do que la interaccidn de glucagôn con su receptor por los res­
tes hidrôfobos C-terminales implicarîa la estabilizaciôn de 
la ç)\-hëlice le que al conferir una estructura mâs rigida a la 
hormona dirigiria mejor la zona N-terminal para provocar me- 
jor la accidn bioldgica. Las interacciones hidrofdbicas de la 
hormona con el receptor serîan mâs intenses que las implicadas 
en la formaciôn de los trîmeros, ya que es mayor la afinidad 
por el receptor que la formaciôn de los trîmeros ( BLUNDELL, 
1979 ).
La insuline es una molécule mâs compleja que el - 
glucagôn. Consta de dos cadenas : la cadena A con 21 aminoâ- 
cidos y un puente disulfuro intracatenario entre los residuos 
6 y 11 y la cadena B con 30 aminoâcidos. Ambas cadenas estân 
unidas por sendos puentes disulfuro entre los residuos A7-B27 
y A20—B19. Ha sido una molecule pionera en el estudio de su - 
estructura y fue la primera proteîna secuenciada C RYLE y - 
col,, 1955 L,
A diferencia con el glucagôn , en la insuline hay - 
una Clara correspondencia entre la uniôn al receptor y la ac- 
tividad biolôgica, no conociéndose ningûn antagoniste CFREY- 
CHET y col,, 1971 y FPEYCHET y col,, 1974 ) con lo que parece
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que serîa la misma zona implicada en la uniôn la responsable 
de la activaciôn. Por otro lado, no se conoce ningûn anâlogo 
activo de la insuline que no posea una estructura terciaria 
muy similar a la de la misma, lo que sugiere que la estruc­
tura terciaria se requiere para mantener la actividad biolô­
gica ( BLUNDELL y col., 1972 ).
La reducciôn de los puentes disulfuro provoca una to­
tal inactivaciôn de la hormona y parece ser que el puente di­
sulfuro intracatenario es el menos crftico de todos.
Excepto el amino terminal de la cadena A, los res­
tantes grupos amino no juegan un papel importante. Lo mismo 
ocurre con los grupos carboxilo ya que una esterificaciôn de 
2/3 de los mismos no reduce la actividad biolôgica de la hor­
mona C BLUNDELL y col., 1972 ).
La estructura de la insulina es globular, a pesar
de ser una proteîna pequeha y es capaz de formar dfmeros y -
hexâmeros en presencia de iones zinc. Su estructura esté bien 
resuelta en cristales por difracciôn de rayos-X y en soluciôn 
parece que serfa muy similar y tambiên puede ^ formar dfmeros y 
hexâmeros.
La zona activa que reconoce al receptor estarfa for- 
mada por los residuos hidrôfobos B2 4, B2 5, B12, y en parte A19 
En ella intervendrîan también otros residuos no hidrôfobos que 
interaccionarfan iônicamente con el receptor y,que en opiniôn 
de algunos autores, estarfan en una zona mâs periférica como
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son los restos Al, A4, A21, B22 y B13 ( BLUNDELL, 1979a)*
9.- MODIFICACIONES DE LA CONCENTRACION DE LOS RECEPTORES HOR- 
MONALES.
A1 igual que ocurre con otras protefnas de la mem- 
brana, el receptor de las hormonas polipeptîdicas estâ en un 
continue proceso de sîntesis y degradaciôn ( SCHIMKE,19 75 ).
Su concentraciôn es, por tanto, en un mornento determinado el 
producto de ambos procesos antagônicos. Al igual que en el - 
caso de otras protefnas de la membrana C SCHIMKE, 19 75 )estos 
procesos se pueden alterar originando un cambio en la concen- 
traciôn de receptor en la célula diana y, por tanto, un cambio 
en la sensibilidad de ella a la hormona.
Son diverses los factores que regulan estes proce­
sos y entre elles las hormonas juegan un papel fundamental y 
es a este punto al que nos vamos a referir.
Se ha demostrado, para diversas hormonas y en dife- 
rentes tejidos, tanto de animales de experimentaciôn como hu- 
manos, una correlaciôn inversa entre los niveles circulantes 
de la hormona y su nûmero de receptores. Este parece ser un - 
mécanisme bastante generalizado y podrfa representar una for­
ma de protecciôn contra un exceso de hormona de la célula dia— 
na. Asimismo, una disminuciôn en los niveles de hormona cir-
43.
culante provocarfa un aumento de su nûmero de receptores con 
lo que se corregirîa, al menos parcialmente, el defecto de - 
hormona.
En el caso de la insulina, se ha demostrado una Cla­
ra relaciôn inversa entre el nivel de la hormona y su nûmero 
de receptores. Este es el caso de ratones obsesos, donde el - 
nûmero de receptores para insulina es menor en tejido hepâti- 
co, adiposo, mûsculo cardîaco y timocitos ( KAHN y col.,1973, 
SOLL y col., 1975, FREYCHET y col., 1 9 7 2 FREYCHET y FORGUE, 
1974 y SOLL y col., 1974 ). El nûmero de receptores en un - 
50-70% menor en los ratones obesos, pero son indistinguibles 
de los receptores de ratones no obesos, por lo que parece que 
solo hay alteraciôn en su nûmero y no en sus prpiedades. El - 
efecto de insulina sobre su propio receptor parece ser espe— 
cîfico, ya que no hay alteraciôn en la actividad 5'nucleoti- 
dasa, adenilato ciclasa y otros receptores como el de gluca­
gôn y el de hormona del crecimiento. Sin embargo, algunos au— 
tores han criticado estos resultados en base a que la uniôn 
de lectinas a membranas hepâticas es menor en los ratones obe­
sos, lo que indicarfa una alteraciôn general en la composi- 
ciôn de glicoproteînas de la membrana, sugiriendo que el cam— 
bio en el nûmero de recentores para insulina no serîa especi- 
fico C CHANG y col., 1975a).
En cambio, en situaciones donde los niveles de in­
sulina estân disminuidos como son el ayuno y la diabetes me-
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llitus el nûmero de receptores para la insulina es mayor - 
( HEPP y col., 19 75, KASUGA y col., 19 77 y DAVIDSON y KAPLAN, 
1977 ). Sin embargo, ello no vâ asociado necesariamente a una 
mayor sensibilidad de los tejidos a la insulina.
En humanos también se ha encontrado una relacién in­
versa entre niveles de la hormona y unién de dicha insulina a 
monocitos. Asi, en pacientes obesos resis tentes a la accién de 
la insulina, el nûmero de receptores para la misma en mono­
citos es menor, encontrSndose elevados los niveles de la hor­
mona. Esto explicarfa la resistencia en estos pacientes a la 
accién de la insulina, tanto exôgena como endégena ( ARCHER y 
col., 1975 y OLEFSKY y REAVEN, 1974 ).
El control de las concentraciones de receptores hor­
monales por la hormona homéloga ha sido demostrado para otras 
hormonas, tanto de naturaleza polipeptîdica como no ( KAHN, - 
1976 ).
El efecto es ademâs directe ya que se puede demostrar 
que la incubacién de monocitos humanos con insulina provoca — 
una disminucién en la uniôn de insulina a los mismos debida a 
una disminuciôn en el nûmero de receptores que es dependiente 
del tiempo y de la concentraciôn de insulina C GAVIN III y col. 
1974 y EASTMAN, 1977 ). Con una concentraciôn de insulina 10 
se provoca una disminuciôn del 10% en la uniôn de la misma a 
las 24 horas, mientras que a 10 en 8 horas se obtiene una - 
reducciôn del 40%. Cuando se élimina Ih insulina del medio de
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incubaciôn se récupéra la uniôn de la misma a su receptor, lo 
que se puede impedir si se anade cicloheximida al medio de in- 
cubaciôn. Este efecto de la insulina se debe fundamentalmente 
a que aumenta la tasa de degradaciôn del receptor, aunque es­
te efecto es dependiente de la sintesis de protefnas, como lo 
demuestra el hecho de que la ^cicloheximida inhibe el efecto 
de la insulina. Por otra parte, cuando se utilizan distintos 
derivados de la insulina, su efecto es proporcional a su poten- 
cia biolôgica. También se ha demostrado el efecto de insulina 
"in vitro" en adipocitos y hepatocitos ( LIVINGSTON y col.1978 
y BLACKARD y col., 19 78 ).
Utilizando fibroblastos cultivados que poseen recep- 
tores para insulina y hormona del crecimiento, se ha demostra­
do que esta ûltima es capaz de disminuir sus receptores inclu­
se a concentraciones tan pequehas como 10 M. Este efecto es 
debido a que se incrementa la tasa de degradaciôn, aunque en 
este caso no es necesaria la sfntesis de protefnas para que se 
manifieste el efecto de la hormona ( LESNIAK y ROTH, 19 76 ). - 
Sin embargo, la insulina es incapaz de producir una alteraciôn 
en los receptores de la hormona del crecimiento y esta no alté­
ra los receptores de la insulina.
El control de la concentraciôn de receptores por la
hormona homôloga también ha sido demostrado "in vitro" para -
otras hormonas C KAHN, 19 76 ). En algûn caso, por el contra­
rio, parece que el control por la hormona es lo inverso de lo 
descrito anteriormente, de tal forma que ella inducirfa la for-
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maciôn de su propio receptor, y asî niveles elevados de la hor­
mona aumentan la poblaciôn de su receptor. Este parece ser el 
caso de la prolactina C POSNER y col., 1974 ).
No solo la hormona homôloga es capaz de jugar un pa­
pel importante en el control de sus propios receptores, sino 
también otras hormonas pueden desempehar un papel importante.- 
En unos casos la hormona parece necesaria para mantener los re- 
ceptores de la otra, como es el caso de los receptores lacto— 
génicos de las cêlulas granulesas del ovario, para cuyo man— 
tenimiento es necesaria la presencia de hormona folîculo esti- 
mulante C ZELEZNICK y col., 1974 y CHANNING, 1975 ). En otras 
situaciones, la acciôn de una determinada hormona estarià me- 
diada, al menos en parte, por el efecto que tiene sobre los ni­
veles de la hormona homôloga, como es el caso del efecto de los 
corticosteroides sobre la uniôn y efecto biolôgico de la insu­
lina C HARING y col., 19 80 ), Asimismo, las hormonas tiroideas 
juegan un papel importante en el mantenimiento, en los tejidos 
diana, de la sensibilidad a otras hormonas, lo que en algunos 
casos, como el glucagôn y las catecolaminas, el efecto parece 
estar mediado por una alteraciôn en el nûmero de sus recepto­
res C MADSEN y SONNE, 1976 y GIARALDI y MARINETTI, 1977 ) . Sin 
embargo, el papel que juegan determinadas hormonas en el mante­
nimiento del receptor de otras es peor comprendido que aquel 
del control per la hormona homôloga y, por tanto, requiere un 
es^tudio mâs profundo y detallado.
Par otro lado, la alteraciôn de la afinidad de la hor-
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mona por èl receptor podrîa también jugar un papel importante 
en el mantenimiento de la sensibilidad a la misma, aunque los 
datos que poseemos en la actualidad son contradictorios, des- 
conociéndose qué mecanismos estân implicados en la alteraciôn 
de dicha afinidad C KAHN y col,, 19 78 î
O B J E T I V O S
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A pesar de que las actividades de los componentes - 
receptor y efector del glucagôn se modifican sensiblemente ba- 
jo diferentes situaciones expérimentales que cursan con distin­
tos grados de hiperglucagonemia, en la actualidad desconocemos 
si existe una relaciôn directa entre la poblaciôn de recepto- 
res para glucagôn y los niveles circulantes de esta hormona. - 
Dado que los datos de que disponemos son sumamente contradicto­
ries. Ello creemos es debido en gran parte a que los estudios 
fueron reàlizados " in vivo " y bajo estas circunstancias exis- 
ten cambios metabôlicos y hormonales importantes que pueden mo- 
dificar las relaciones reales entre el glucagôn y su receptor.
El primer objetivo que nos propusimos estuvo encaminado hacia - 
la creaciôn de un diseno experimental en el que estas posibles 
interferencias no estuvieran présentes. Para ello decidimos 11e- 
var a cabo de forma paralela experiencias "in vivo" e "in vitro", 
con el fin de elucidar si los efectos de glucagôn sobre sus re- 
ceptpres son directes o estân mediados por otras hormonas o me- 
tsboXitos,
Nuestros estudios se centraron en los siguientes ob­
jet! vos;
- Estudiar en ratas el efecto de una elevaciôn crônica de los 
niveles circulantes de glucagôn sobre la uniôn del mismo a sus 
receptores en hîgado. Para ello inyectamos los animales cada 8 - 
horas durante 4 dfas con distintas cantidades de glucagôn de - 
acciôn prolongada. Al final de este période de tiempo se sacri-
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ficaron los animales estudiandose en membranas hepâticas y he— 
patocitos las interacciones del glucagôn con su receptor.
- Con el fin de estudiar si la alteraciôn observada en la - 
uniôn de glucagôn a membranas hepâticas y hepatocitos de ratas 
hiperglucagonémicas fue debida a una modificaciôn en las carac— 
terfsticas de uniôn de la hormona al receptor o a un cambio en 
la capacidad total de sitios de uniôn o a ambos, estudiamos el 
proceso de asociaciôn, disociaciôn y uniôn de glucagôn en el - 
eguilibrio y con diferentes concentraciones de hormona. También 
analizamos los procesos de degradaciôn de la hormona y el recep­
tor, con objeto de descartar si un cambio en estos procesos pu— 
diese explicar los cambios observados. Especial atenciôn se de— 
dicô a la especificidad de los efectos de glucagôn sobre su re­
ceptor y para ello estudiamos otras actividades présentes en la 
membrana en membranas hepâticas y hepatocitos de ratas contrô­
les e hiperglucagonémicas.
- Dado que cambios en las interacciones entre la hormona y el 
receptor puede que se expresen o no en modificaciones de la sen— 
sibilidad de la célula diana a la hormona, estudiamos en ambos 
grupos expérimentales la actividad de la adenilato ciclasa y la 
producciôn de glucosa con o sin el estîmulo del glucagôn. Tam— 
bién estudiamos el efecto de otros estlmulos sobre las activi­
dades senaladas con el fin de descartar una posible alteraciôn 
de las mismas que enmascare el efecto de la alteraciôn en la - 
uniôn de la hormona al receptor.
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- Las observaciones verificadas con el modelo "in vivo" fue­
ron contrastadas "in vitro" en hepatocitos aislados y manteni- 
dos en medio de cultivo durante 8 horas con el fin de separar 
los posibles efectos directos y no directos del glucagôn. Tras 
la incubaciôn de los hepatocitos en presencia o ausencia de glu­
cagôn se estudiaron las interacciones entre glucagôn y su re­
ceptor asf como el acûmulo de AMPc con diferentes concentracio­
nes de hormona. También fueron analizados la uniôn de insulina
a su receptor y el efecto de la adrenalina sobre la adenilato 
ciclasa,
- Aprovechando que la cicloheximida es un potente inhibidor 
de la sîntesis de protefnas, y utilizandola conjuntamente con - 
glucagôn en el sistema de células incubadas en medio de culti­
vo, obtuvimos informaciôn sobre el efecto de glucagôn sobre la 
sîntesis y degradaciôn de su receptor.
M A T E R I A L M E T O D O S
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1.- REACTIVOS
Glucagôn e insulina monocomponente de cerdo, in­
sulina monocomponente de rata y glucôgôn-Zn-protamina se - 
obtuvieron de Novo Research Institute, Dinamarca.Antisuero 
antiglucagôn 30K, totalmente especifico, fue donado por el 
Dr.R.Unger y el antisuero antiinsulina ( 60 7/9 ) fue dona- 
do por el Dr. P.Wright.
Na I ( 13-17 mCi/^g ), 2 Adenosina 5'-
monofosfato ( 17 Ci/mmol ), 8 Adenosina 3'5'monofos-
fato cîclico ( 27 Ci/mmol ) y L U-^^C Valina ( 2 85 mCi/ 
mmol ) se adquirieron de The Radiochemical Centre, Amersham, 
Inglaterra.
Dextrano T-70 de Pharmacia Fine Chemicals, Sue- 
cia. Dietilaminoetil celulosa microgranular ( DE-52 ) y - 
filtres de fibra de vidrio GF/C de Whatman Ltd., Inglate­
rra.
dre s.
York
Filtres Nuflow de 0,45 ^ im de pore, de Oxoid, Lon-
Medio de cultivo de células 199 de Gibco, Nueva
Los restantes productos orgânicos e inorgânicos ■ 
utilizados en este trabajo se obtuvieron de Sigma Chemical 
Company, St. Louis, U.S.A. y de E. Merck, Darsmstadt, Ale- 
mania.
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2.- ANIMALES
Usamos ratas albinas Wistar de 150 g de peso - 
para la obtenciôn de membranas plasmâticas de hfgado y de 
200-250 g para la obtenciôn de hepatocitos. Los animales 
se mantuvieron en condiciones estandar de luz, temperatu­
re , humedad y alimentaciôn, excepto antes de ser sacrifi- 
cadas para lo que se mantuvieron 18 horas en ayunas. Aque- 
llos animales de los que se obtuvieron hepatocitos para - 
incubaciones en medio 199 durante periodos de tiempo prolon- 
gados, no se sometieron al periodo de ayuno previo. Los 
animales se manipularon siempre bajo anestesia con éter. - 
Con objeto de obtener animales crônicamente hiperglucago- 
nëmicos, se les inyectô cada 8^ horas distintas cantidades, 
20, 40 y 60 yig, de glucagôn-Zn-protamina ( G-Z-P ) por ca­
da 100 g de peso corporal durante 4 dfas. Las ratas con­
trôles se inyectaron con una suspensiôn de Zinc - protamina
3.- MARCAJE DE HORMONAS CON ^^^I.
1253.1.- Marcaje de insulina con ^
El método utilizado se basa en el procedimien- 
to descrito para marcar la hormona de crecimiento humana 
( HUNTER y GREENWOD, 196 2 ). La reacciôn implica una oxi-
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daciôn del ioduro por un agente oxidante ( cloramina T ) y 
la fijaciôn del iodo en la posiciôn orto de los residuos - 
tirosina de la hormona. La reacciôn se para ahadiendo un ~ 
reductor en exceso ( pirosulfito sôdico ) . Las modificacio- 
nes del método original y que nosotros seguimos persiguen 
reducir los danos que pudiera sufrir la hormona en el pro­
ceso y consisten en la reducciôn del volumen de reacciôn y
125en utilizer cantidades equimoleculares de insulina y I 
( FREYCHET y col. , 19 72 y FREYCHET, 19 75 ) .
Reactivos ;
- Tampôn fosfato 0,3 M, pH 7,5 :
NagHPO^ anhidro 3,56 g
KHgPO^ 0,75 g , completando con agua des-
tilada hasta 1 litro.
125- Soluciôn de Na I a una concentraciôn de 5mCi/50 ^ 1.
-Cloramina T ( 2,5 mg /ml ) tampôn fosfato 0,3 M
- Pirosulfito sôdico C 5 mg /ml ) P®
- Insulina monocomponente de cerdo ( 1 mg /ml ) , disuelta - 
inicialmente en HCl 20 mM y completado el volumen con tim- 
pôn fosfato. Esta soluciôn se puede conserver algûn tien-
po congelada a -20°C.
Las soluciones de cloramina T y pirosulfito sô­
dico se prepararon momentos antes de su utilizaciôn.
Método;
56.
En el tubo de ensayo de anadieron sucesivamente ;
- 5 ul de insulina ( 5 jig ) , - 40 jil de tampôn fosfato pH
1 257,5, - 20 jil de Na I ( 2 mCi ) , - 5 yil de cloramina T , 
se agitô durante 30 segundos y se parô la reacciôn anadien- 
do 5 jj.1 de pirosulfito sôdico y 0,2 ml de tampôn fosfato pH
7,5 conteniendo 2,5 % de albûmina bovina. De esta forma se 
logrô una incorporaciôn de radiactividad dentro de la 
fracciôn proteica del 65-85%.
125Métodos para determiner la incorporaciôn de I a 
la insulina:
1) Precipitaciôn con âcido tricloroacético ( TCA ) 10% : 
se tomaron 5 jjlI de la me z cl a de reacciôn que se diluye- 
ron en 0,2 ml de tampôn fosfato pH 7,5 y de aquf se toma­
ron muestras para determiner la incorporaciôn de radiac­
tividad en la protefna. A 5 jal de muestra se le anadiô
1 ml de tampôn fosfato 1% albûmina y a continuaciôn 1 - 
ml de TCA 2o%. La mezcla se centrifugô 5 min. a 3000 rpm 
en una centrifuge Beckman TJ-6RS, rotor TH-4 y el preci­
pi tado y sobrenadante se cuentan por separado. La radiac-
125tividad présente en el precipitado représenta el I in- 
corporado a la insulina.
2) Adsorciôn a talco : se basa en la propiedad del silicato 
de magnesio hidratado para adsorber la hormona intacte y 
no la degradada ni el iodo libre ( ROSSELIN Y COL.1966 ). 
5 ^1 de muestra se llevaron a 1 ml de tampôn fosfato, a
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los que se anadieron 50 mg de talco, y tras agitaciôn 
se centrifugô ( despuês de 10 minutes en frîo ) a 3000 
rpm durante 5 minutes en una centrifuge Beckman modelo 
TJ-6RS, rotor TH-4. Sobrenadante y precipitado se con- 
taron por separado.
Câlculo de la actividad espeifica ;
125% I incorporado x 2000 uCi
Actividad especîfica = ---   ..  — ■—  -
100 X 5 jig de insulina
125El tanto por ciento de I incorporado es la media 
de los porcentajes de radiactividad precipitable por TCA y - 
por talco.
La actividad especifica que se obtuvo fue de 250 -
400 jiCi/jig
1253.2.- Purificaciôn de mono I-insulina
La separaciôn se llevô a cabo por cromatogra- 
fia en DEAE-celulosa a pH 9,5 ( FREYCHET y col., 1971a). A 
dicho pH la celulosa retiene las cargas negatives ya que los 
grupos dietilaminoetil estân cargados positivamente. La elu- 
ciôn se hizo con un gradiente continuo de NaCl ( 0-0,1 M ),- 
de esta forma eluyeron primero las sustancias menos cargadas 
negativamente y a continuaciôn las mâs cargadas, es decir,la 
hormona eluyô en orden creciente de iodaciôn.
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R e a c t iv o s  :
- Tampôn A : tris 0,05M, uxeai 7M, pH 9,5
- Tampôn A con NaCl 0,1M
- Suspens iôn de DEAE celulosai activada en el tampôn A.
A c t i v a c i ô n  de l a  D IE A E î-c e lu lo s a  ;
Se resuspendieron 15 g de DEAE celulosa en - 
100 ml de agua destilada a lai que se anadiô HCl has ta alcan- 
zar un pH de 4. A continuaciôm la celulosa se lavô con 100 
ml de Tris IM y posteriormentce se resuspendiô en el tampôn 
A, después de lo cual la celuilosa pudo ser utilizada. La - 
DEAE celulosa se puede utilizîar repetidamente, pero para - 
ello es necesario lavarla cuiidadosamente en la forma que a 
continuaciôn indicamos ; a) s<e suspende en 100 ml de OHNa - 
0,2M y se man tiene bajo agitaiciôn durante 30 minutos, b) a. 
continuaciôn se filtra y la DîEAE celulosa se suspende en - 
100 ml de HCL 0,2M y se mantitene bajo agitaciôn durante - 
otros 30 minutos, c) finalanenite la DEAE celulosa se lava con 
Tris IM.
Método ;
Con la DEAE celulossa activada se rellenô una co- 
lumna de 0,9x30 cm sobre la qiue se depositô, con una pipe:a 
Pasteur, la hormona marcad.a ( la mezcla de reacciôn ver 3 1).
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Se eluyeron inicialmente unos 80 ml detampôn A, con lo que 
se eliminô la mayor parte del iodo no incorporado a la hor­
mona; a continuaciôn se aplicô un gradiente continuo de NaCl 
en tampôn A de 0-0,IM. El gradiente que se aplicô se hizo - 
con un aparato tipo Varigrad con 9 câmaras que se lienan con 
70 ml de tampôn A con las siguientes concentraciones de NaCl: 
0, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,06, 0,08, 0,1 y 0,1M.
Todo el proceso se realizô en câmara refrigerada a
4°C y la eluciôn a una velocidad de 15 ml/hora. Las muestras
( 2 ml ), se tomaron en un colector de fracciones a partir -
del momento en que se aplicô el gradiente. Algunos autores
prefieren omitir la urea en todo el proceso (FREYCHET, 19 75)
ya que existiria el riesgo de alteraciôn de la hormona por
carbamilaciôn a través de la formaciôn de cianato, pero se-
gûn nuestra experiencia, con ambas formas se obtienen -
125preparaciones de mono I-insulina con alta potencialidad 
inmunolôgica y biolôgica.
Eliminaciôn de la urea por diâlisis :
A las fracciones seleccionadas se les anadiô 1 ml 
de Tris 0,05 M, NaCl 0,9%, pH 7,5, albûmina 1%, mezclândose a 
continuaciôn todas las fracciones correspondientes a un pico 
y dializândose frente a 1 litro de Tris 0,05M, NaCl 0,9%, pH
7,5 dos veces durante 30 minutos a 4°C.
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R e s u lt a d o s  :
Cuando se représenté la radiactividad por 10 yil 
frente al volumen de eluciôn, seobtuvo un cromatograma como 
el que se représenta en la Fig. 1, en el que aparecen très 
picos. El 1®( pico î; ) , que corresponde a la hormona degra­
dada ( FREYCHET, 19 74 ) , un 2®pico ( pico II ) , que corres­
ponde a mono ^^^I-insulina y un 3®^ pico ( pico lîl ) forma- 
do por una fracciôn mâs heterogénea que contiene moléculas 
de insulina con mâs de un âtomo de y la mono des—
amino insulina que podrfa haberse formado durante el proce­
so ( FREYCHET, 19 75 y FREYCHET y col., 19 71 ).
1253.3.- Marcaje de glucagôn con ^
El procedimiento es semejante al utilizado en el - 
marcaje de la insulina y solo haremos hincapiê en las dife-
rencias existantes entre ambos. El método seguido fue el de
Nottey y col. ( NOTTEY y ROSSELIN, 19 71 ).
Reactivos ;
- Cloramina T ( 5 mg /ml ), en tampôn fosfato, pH 7,5
- Glucagôn porcino monocomponente ( 1 mg /ml ).
Método :
La diferencia mâs sobresaliente con respecto al
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FIGURA 1.- PERFIL DE ELUCION DE LA MONO 
NA DE DEAE CELULOSA.
125 I-INSULINA EN COLUM-
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marcaje de insulina es que se anadieron 25 jil de soluciôn de 
Na es decirf 2,5 mCi de en vez de los 2 mCi que -
se utilizaron para marcar la insulina.
La incorporaciôn de radiactividad a la hormona 
que se logrô fue del 75-90%, obteniéndose una actividad es­
pecif ica de 350-450 ^C±/jiq de glucagôn.
1253.4.- Purificaciôn de mono I-glucagôn
Por cromatografia en DEAE celulosa a pH 9,5.
Reactivos :
- Tampôn A con NaCl 0,2M.
Método :
El gradiente continuo que se aplicô a la column a. 
fue de 0-0,2M de NaCl y su volumen total de 200 ml que se dis- 
tribuyeron en 5 câmaras de un aparato Varigrad, 40 ml en cada 
câmara. con una concentraciôn de NaCl de ; 0, 0,05, 0,1, 0,1S y 
o,2M.
El volumen de las mues tras que se tomaron en el co­
lector de fracciones fue de 1 ml.
Resultados :
Si se observa el cromatograma representado en -
la Fig . 2, se observan de nuevo 3 picos : pico %, que es el -
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1° en eluir y que corresponde a la hormona dahada en el pro-
125ceso de marcaje, pico "SE, es el mono I-glucagôn y es el-
que se emplea en los experimentos de interacciôn hormona-
125receptor, pico es el di I-glucagôn.
4.- OBTENCION DE MEMBRANAS PLASMATICAS DE HIGADO DE RATA
El procedimiento que seguimos fue el descrito por 
Neville ( NEVILLE, 1968 ).
Reactivos :
- Soluciôn hipotônica de bicarbonate sôdico ImM.
- Soluciones de sacarosa 69% y 42;3% ( P/V ) , esta ûltima - 
cuidadosamente ajustada con refractômetro y soluciôn isotô~ 
nica de sacarosa ( sacarosa 0,25M ).
Método ;
Se emplearon animales de 150 g de peso que 
previamente se mantuvieron en ayuno 18 horas.
El proceso podemos dividirlo en las siguientes - 
etapas, recordando que todo ello debe hacerse a 4°C de tem­
perature :
1) En ratas anestesiadas con éter se practicô una inci- 
s iôn abdominal media. A continuaciôn se cateterizô la vena 
porta prefundiéndose el higado con 20 ml de sacarosa isotô-
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nica a 4°C, para lo cual fue necesario seccionar la vena ca­
va inferior en el memento de iniciarse la perfusidn.
2) Se liberd el hfgado y se cortd finamente con unas - 
tijeras. Cada 3 g . de hfgado se homogenizaron en 20 ml de 
bicarbonate sddico ImM en un homogeneizador de émbolo (Blae- 
ssig-Glass Rodiester, Nueva York, U.S.A. ), con 4 pasadas 
con émbolo ligero primero y otras 4 pasadas con émbolo ajus- 
tado despuês.
3) El homogenado se llevd a un volumen de 450 ml con - 
bicarbonate sddico Imfl per cada 10 g de tejido y se fil- 
trd primero a través de una gasa senoilla y luego a través 
de una gasa doble, tomândose una muestra para hacer las de- 
terminaciones necesarias.
4) El homogenado obtenido se centrifugé a 1500xg duran­
te 30 minutes. El precipitado se recogid y resuspendid en 
bicarbonate sddico ImM utilizando para elle el mismo homoge­
neizador con émbolo ajustado. Esta es la fraccidn 1500xg de 
la que se tomaron muestras para las diferentes determinacio- 
nes.
5) Se ahadid un volumen igual de sacarosa 69% al volumen 
de la fraccidn 1500xg, ajustândose la concentracidn de saca­
rosa al 44% con ayuda de un refractdmetro ( ABBE ). Se dis- 
tribuyd la fraccidn 1500xg al 44% de sacarosa en tubes de - 
ultracentrffuga depositgndose ouidadosamente encima 10 ml de 
sacarosa al 42,3%. Las muestras se centrifugaron en una ul-
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tracentrîfuga C Beckman L2-65B ) a 90.000xg en un rotor SW- 
27 durante 2 horas. Finalizada la centrifugacidn las mem- 
branas hepâticas formaron una pelfcula flotante sobre la sa­
carosa al 42,3%.
6) Las membranas obtenidas se resuspendieron en bicarbo­
nate sddico ImM con la ayuda de una jeringa de plâstico de 
5 ml y aguja n°2 2. La suspensidn obtenida se centrifugé 10 
minutes a 14.000 rpm en una centrffuga refrigerada ( Sorvall 
RC2-B, rotor SS-34 ). El precipitado que se obtuvo représen­
té la fraccidn de membranas plasmâticas parcialmente purifi- 
cadas, las cuales se resuspendieron en bicarbonate sddico 
ImM. Esta es la fraccidn que habitualmente utilizamos y las 
conservâmes congeladas en nitrdgeno liquide hasta el memen­
to de su utilizacidn.
5.- QBTENCION DE HEPATQCITOS.
Los hepatocitos aislados de rata se obtuvieron por 
digestidn del higado "in situ" con una solucidn de colagena- 
sa C BERRY y FRIEND, 1969 y SEGLEN, 19 75 ) .
Réactivés :
- Tampdn Krebs-Henseleit bicarbonate, pH 7,4 : NaCl llSmM , - 
NaCO^H 25mM, KCl 5mM, KPO^Hg l,2mM, MgSO^ l,2mM y CaClg 2,5mM 
Antes de usarse se gased durante 20 minutes con carbdgeno -
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( 95% Og y 5% CO2 ).
- Solucidn A : tampdn Krebs-Henseleit bicarbonate sin CaClg
ni MgSO^ y con EDTA 0,25 mg /ml.
- Solucidn B : tampdn Krebs-Henseleit bicarbonate sin MgSO^
y con colagenasa ( o,2 5 mg /ml ).
Procedimiento :
En ratas anestesiadas con éter se practicd una in- 
cisidn abdominal media y se cateterizd la vena portahepâti- 
ca. Simultâneamente se secciond la vena cava inferior por - 
debajo de las venas renales. A través de la vena porta se - 
perfundid el higado con solucidn A a 37°C y bajo gaseo con­
tinue con carbdgeno. El flujo incial de perfusidn fue de 10 
ml/min. que se elevd inmediatamente a 30 ml/min una vez com- 
probado que la solucidn circulaba adecuadamente a través del 
higado. Una vez que se infundieron 130 ml de solucidn A se - 
administraron otros 130 ml de solucidn B también a 37°C y 
gaseo continuo con carbdgeno.
A continuacidn se liberd el higado y se troced fi­
namente con unas tijeras en una plaça de Petri con tampdn - 
Krebs-Henseleit a 4°C. La suspensidn obtenida se agitd sua- 
vemente en un agitador magnêtico durante 2-3 minutos, al cabo 
de los cuales se filtrd a través de una gasa doble. Mediante 
centrifugacidn ( 2 minutos a 50xg ) se separaron las cêlu- 
las aisladas de los restos celulares. Este proceso se repitid
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très veces con objeto de aislar las células de otros compo- 
nentes contaminantes.
El nûmero de células aisladas por unidad de volu­
men se déterminé con la ayuda de una câmara de Neubauer y - 
la viabilidad celular por la exclusion con azul tripân al 
0,2% en ausencia de albOmiraa. De esta forma se obtuvieron - 
preparaciones celulares con una viabilidad del 75—80%. Las 
células aparecen bien preservadas cuando se observaron con 
el microscopio electrdnico. (Fig 3.)
6.- ESTUDIOS DE INTERACCION DE LA HQRMONA CON MEMBRANAS HEPA- 
TICAS Y HEPATOCITOS.
La interacciôn entre la hormona y las membranas - 
hepâticas se hizo en tampôn Krebs-Ringer fosfato ( FREYCHET y 
col., 1972 y BATAILLE y col., 1974 ) cuya composiciôn fue : - 
NaCl 118mM, KCl 5mM, MgSO^ 1 ,2mM, KPO^Hg l,2mM y NaPO^H lOmM; 
pH 7,5 con 1% de albûmina. Las temperaturas empleadas fue ron 
10°y 20°C, fundamentalmente 20°C ya que por estudios previos 
sabemos que con esta tempe ratura se obtienen los mejores re­
sult ado s .
La concentracidn de membranas fue de 0,1-0,15 mg
125de proteina/ml y la concentracidn de hormona I fue apro- 
ximadamente de 10~^^M con dis tintas concentraciones de hor­
mona no marcada hasta obtener la concentracidn deseada. Las -
mm
FIG U R A  3 . -  FO T O G R A F IA  TOMADA EN E L  M IC R O S C O P IO  E L E C T R O N IC O  DE 
H E P A TO C ITO S  A IS L A D O S  POR D IG E S T IO N  CON COLAGENASA. 
( x 2 2 0 0 0 ) . L a s  p r e p a r a c i o n e s  s e  h i c i e r o n  s i g u ie n d o  e l  
m é to d o  d e s c r i  t o  p o r  L o p e z - Q u i j a d a  (L O P E Z -Q U IJ A D A  y  c o l . ,  1 9 6 3 ) .
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muestras fueron de 0,2 ml.
Cuando los estudios se realizaron con hepatocitos 
empleamos el tampdn Krebs-RInger Henseleit con albûmina al 
1%, pH 7,4, al que se le sustituyd el bicarbonate por Tris- 
HCl ( SONNE y col., 1978 ). La temperatura empleada fue de 
20°C , siendo la concentracidn celular de aproximadamente - 
1x10^ células/ml. Todos los ensayos se realizaron en un vo- 
lumen final de 0,5 ml.
6.1.- Separacidn del complejo hormona-receptor de la hor­
mona libre.
La separacidn de la hormona libre del complejo - 
hormona-receptor se llevd a cabo mediante microfiltracidn con 
membranas de filtracidn Nuflow con poros de 0,45 i^m de diâme- 
tro. La microfiltracidn de las muestras conteniendo membranas — 
o células se complété con la adicidn de 2 ml del tampdn de - 
incubacidn. Con objeto de reducir la unidn inespecifica, los 
filtros se sumergieron en el tampdn de incubacidn con albûmi­
na bovina al 10%, al menos 1 hora antes de iniciarse la mi­
crofiltracidn.
125La hormona- I unida a su receptor no desplazable 
por altas concentraciones de la hormona no radiactiva (10 M^) 
es lo que denominamos unidn inespecifica. Dicha unidn inespe­
ci fica posee una afinidad muy baja y un nûmero de sitios de -
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unidn infinite, y no esté relacicnada oon la unidh especîfîca ' ca- 
paz de producir efectos bioldgicos y que posee una alta afi— 
nidad y un nûmero finite de sitios. Dicha unidn inespecffica 
es lo que se detecta en aquellos tejidos que ho son bianco — 
de la hormona.
6.2.- Estudios de degradacidn de la hormona.
Son varies los mëtodos empleados para diferenciar 
la hormona intacta de la hormona degradada ( FREYCHET y col. 
1972 ) y los resultados que se obtienen dependen de elles. - 
El método mâs sensible es el que mide la capacidad de la - 
hormona,previamente expuesta a la accidn del sistema degra- 
dativo, de unirse de nuevo al receptor. Como fuente de re­
ceptor se emplearon las membranas plasmâticas de higado. Pa- 
ralelamente a la determinacién de la cantidad de hormona - 
degradada por este método, también hemos detemrinado su so- 
lubilidad en TCA al 10%, que es otra forma de determiner La 
degradaciôn, aunque con un manor rango de sensibilidad.
La incubacidn de la hormona con las membranas o - 
células, se h ace tal como se describid anteriormente, a los 
tiempos indicados en el aprtado de resultados. Finalizada la 
primera incubacidn, las muestras se centrifugaron en una ma- 
crofuga B, Beckman, durante 2 minutos. Alicuotas de los sb- 
brenadantes fueron incubadas por segunda vez con membranas - 
hepâticas o fueron tratadas con TCA al 10%, con objeto de -
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conocer el percentage de degradacidn durante la primera incu­
bacidn. Se sabe que la hormona unida a su receptor se encum- 
tra intacta, mientras que la libre presente en los sobrena- 
dantes puede estar degradada o intacta.
7.- DETERMINACION PE LA ACTIVIDAD ADENILATO Cl CL AS A EN fŒMERA- 
NAS Y CELULAS HEPATICAS.
- Membranas hepâticas :
Las membranas se incubaron a 30 °C durante 15 miru- 
tos en tampdn Tris 20mM, MgCl^ 5mM, teofilina 2,5mM, EDTA 3mM 
pH 7,5 ( ROSSELIN y FREYCHET, 19 73) , ATP l,6mM, como s us tr cto 
de la reaccidn y un sistema regenerador de ATP compuesto pDr 
creatina quinasa ( 1 mg /ml ) y creatin fosfato ( 8 mg /ml) . 
La concentracidn de las membranas en la mezcla de reaccidn fue 
de 0,15-0,3 mg de proteina/ml y la incubacidn se realizd en 
ausencia o presencia de diverses estimulantes, como glucagdi 
en concentraciones de 5x10 a 10 ^M y NaF 20mM. El volumm 
de incubacidn fue de o ,2 ml a los que se anadieron 0,2 ml de 
TCA al 10%, a 4®C finalizada la incubacidn. Posteriormente - 
los tubos de ensayo se conservaron a 4®C durante 20 minutos y 
se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm. A continuacidn 
se recogid el sobrenadante y el precipitado fue resuspendicb 
con TCA al 5% y centrifugado de nuevo. Los sobrenadantes psr- 
tenecientes a ambas centrifugaciones se mezclaron y fueron -
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conservados a —20°C, hasta el momento en el que se determina- 
ron las concentraciones de AMPc.
Hepatocitos :
Con objeto de determiner el acûmulo de AMPc en he­
patocitos, estes se incubaron a 37°C en tampdn Krebs-Ringer 
bicarbonate, 4% albûmina, 2,5mM teofilina y en una atmdsfera 
de y CO2 ( 95%:5% ) ( JOHNSON y col., 19 72 ), con agita-
cidn continua y a una concentracidn celular de 2x10^ celui./ 
ml. Al cabo de 2 minutos 30 segundos se pard la reaccidn me­
diante la adicidn de TCA a una concentracidn final del 5% 
centrifugândose las muestras a 3000 rpm durante 5 minutos en 
una centrffuga refrigerada, despuês de una incubacidn de 20 
minutos a 4°C. Al igual que con las membranas hepâticas el - 
precipitado se resuspendid con TCA al 5% , centrifugândose de 
nuevo despuês de los 20 minutos deincubacidn. Ambos sobrena­
dan tes se mezclaron y conservaron a -20 °C hasta el momento en 
que se determinaron las concentraciones de AMPc.
Antes de determiner el AMPc es necesario eliminar 
el TCA de las muestras, lo que se hace lavando estas 4 veces 
con un vo lumen doble de eter etflico saturado de agua. Los - 
restes de êter etflico que que dan se eliminan calentando las 
muestras a 90®C durante 4 minutos. De la misma forma se pro­
cès a también el estandar de AMPc que se emplearâ para cons- 
truir la curva estandar en el radioinmunoensayo.
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8.- METODOS ANALITICOS
8.1.- Determinacidn de insulina
La determinacidn de insulina, al igual que la de glu-
cagdn, se realizd por radioinmunoensayo ( YALLOW y BERSON, -
1960 ) . Este procedimiento se basa en 1 aL.competencia de la -
125hormona marcada con I y la no radiactiva présente en las -
muestras problema o en los distintos puntos de la curva estan­
dar frente a un anticuerpo especffico contra la misma.
Reactivos;
- Tampdn A: Glicocola 0,2M, 0,25% albûmina y 1% de suero bo- 
vino pH 8,8.
- Solucidn de insulina : 83 pg de insulina/ml
en tampdn A.
- Soluciones estandar de insulina en tampdn A, que se prepa- 
raron por dilucidn a partir de una solucidn inicial de l(^g/ 
ml de insulina. CL^ concentracidn se ajustd por espectrofo- 
tometrfa C POTER, 1953 ). La insulina empleada fue la de - 
rata y no la de cerdo,usualmente empleada en humanos y - 
otros animales de experimentacidn, dado que las peculiari- 
dàdes de la rata ( 2 insulinas y 2 proinsulinas ) le confie- 
ren propiedadesantigênicas diferenciales que se manifiestan 
fundamentalmente cuando en las curvas estcuidar no se emplea 
la hormona homdloga.
75.
- Solucidn de suero antiinsulina 1: 50.000 en tampdn A.
Procedimiento :
En el tubo de ensayo se anadieron :
125- 0,6 ml de solucidn de insulina- I
- 0,2 ml de estandar o muestra.
- 0,2 ml de solucidn de suero antiinsulina., excepto -
los blancos que no llevan anticuerpo y este se susti-
tuye por 0,2 ml de tampdn A.
Se incubd a 4°C durante 2 dîas al cabo de los cua­
les se separd la hormona libre de la hormona unida al anti­
cuerpo por adsorcidn de la primera a carbdn activado ( HER­
BERT y col., 1965 ).
Recogida :
Suspensidn de carbdn ; carbdn activado 3%, dex- 
trano T-70 0,25% en tampdn 0,2M de glicocola pH 8,8 agitada 
durante al menos 20 minutos antes de usarse.. Si las muestras 
donde se hace la determinacidn hormonal es plasma, se ahaden 
0,2 ml de suero bovino a los tubos de la curva estandar an­
tes de ahadir la suspensidn de carbdn, con el fin de que la 
concentracidn de protefnas sea igual en todos los tubos. A 
continuacidn se anadieron 0,5 ml delà suspensidn de carbdn - 
dextrano a cada tubo. Tras una incubacidn a 4°C durante 45 - 
minutos, los tubos se centrifugaron a 3000 rpm 10 minutos. -
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La radiactividad se determind en el precipitado.
El tanto por ciento de hormona unida es :
cpm blanco - cpm muestra o estandar ^
cpm blanco
8.2.- Determinaci-dn de glucagdn.
El fundaimento es el mismo que para la determina­
cidn de insulina y la metodologfa muy similar, de tal forma
que solo haremos hincapië en aquellos aspectos diferenciado­
re s .
La obtencidin de sueros antiglucagdn especificos ha 
planteado muchos mâs problemas que en el caso de la insulina 
En nuestro caso empleiamos un suero antiglucagdn totalmente - 
especffico y amp 1 iame;nte utilizado. Este suero 30K fue gene- 
rosamente don ado por el Dr. R.H. ünger ( UNGER y col. , 19 59) ,
Reactivos :
- Taitpdn A. El mismo empleado en las determinaciones de in­
sulina.
125 —'- Solucidn de glucagdn- I : 30 pg /ml en tampdn A.
- Solucidn de trasylol ; 10.000 KlU/ml ( concentracidn en - 
unidades en funcidn de su capacidad de inhibir la activi- 
dad de la kalikrefn a ) . El trasylol se emplea para inhi-
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bir la degradacidn del glucagdn, hormona muy labil a la - 
accidn de las peptidasas ( EISENTRAUT y col., 196 8 ) .
- Soluciones estcindar de glucagdn preparadas a partir de una 
solucidn de 20 jig /ml, ajustada por espectrofotometrfa -
(
- Solucidn dilulda 1: 36.Q00 suero antiglucagdn 30K.
Procedimiento ;
Se mezclaron en el tubo de ensayo :
- 0,5 ml de glucagdn- I
- 0,1 ml de Trasylol
- 0,2 ml de estandar o muestra
- 0,4 ml de suerb antiglucagdn, excepto en los blancos
que contenfan 0,4 ml de tampdn A.
Esta mezcla se incubd 4 dfas a 4°C, al cabo de los 
cuales se anadid 0,5 ml de la suspensidn carbdn-dextrano '- 
( 0,5 % carbdn activado y 0,25% de dextrano T-70 en tampdn 
0,2M de glicocola pH 8,8 ).
8.3.- Determinacidn de AMPc.
La determinacidn de AMPc se realizd por inmunoen­
sayo ( STEINER y col., 1969 ), con un anticuerpo especifi- 
co para AMPc.
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Reactivos
- Tampôn A : tampôn de fosfato monosôdico 0,1 M, NaCl (,9% 
pH 7,0.
- Antisuero anti AMPc : este antisuero se diluyô 800 vtces 
en tampôn A con 0,3% de globulina bovina.
- Solucidn de ^H-AMPc (27 Ci/mmol) conteniendo 7000-9(00 
cpm/0,1 ml en tampdn A,
- Solucidn estandar de AMPc : ajustada por espectrofot«me- 
trfa Cg -14650 para ^ =250 nm)
Procedimiento;
La mezcla de incubacidn contenfa en 0,3 ml : 0,1ml 
de muestra problema o estandar, o ,1 ml de ^H-AMPc y 0,1 m. de - 
suero anti A^ IPc (dilucidn 1: 800) o bién 0,1 ml de tampdn i con­
teniendo 0,3% de -globulin as .
Esta mezcla se incubd durante 18-20 horas a 4°Cy al 
cabo de este tiempo se ahadid a cada tubo 1,7 ml de soluc.ôn - 
de sulfato amdnico al 40%. El precipitado résultante se oituvo 
por centrifugacidn a 4°C durante 30 min. a 3000 rpm. en uia cen­
trffuga Beckman TJ-6RS, rotor TH-4, el cual se solubilizd con - 
1 ml de OHNa 0,01 N y se mezcld con 5 ml de Ifquido de ceitelleo 
(toiueno-tritdn, 2:1, PPG 4 g ,  POPOP 0,2 g ). Con la raliac- 
tividad determinada en un contador para radiaciones ^ se lonstru- 
yô una curva estandar en funcidn del log. del % unido freite a 
la concentracidn de AMPc, sobre la que se calcularon los 'alores
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de las muestras problema.
-8.4,- Determinacidn de proteinas.
Se basa en la reduccidn delreactivo de fenol de Folin 
por las protefnas previamente tratadas con sulfato de cobre en 
medio alcalino segûn el procedimiento de Lowry y col ( LOWRY y 
col.,19 51 1 .
Reactivos:
- Solucidn A; OHNa 0,1 N, NAgCO^ 2% (0,18 N)
- Solucidn B:iTartrato de sodio y potasio al 1% y CuSO^ pen-
tahidratado al 0,5% (se prepard en el momento de hacer la 
determinaciônl
- Solucidn C: 50 volümenes de A y 1 volumen de B.
- Solucidn E: Réactive Folin-Ciocalteu (O.FOLIN y V.CIOCALTEU,
1927L.
Procedimiento;
Se anadieron 3 ml de reactivo C a las muestras pro­
blema o estandar CO-100 ^g de albûmina bovina en un volumen de 
0-100 ^11 y se dejd transcurrir la reaccidn a temperatura ambien- 
te durante 10 minutos, al cabo de los cuales se anadieron 0,1 ml 
del reactivo E que se mezcld bien con los otros componentes. Des- 
pués de 20 minutos se leyd la absorbancia, a una longitud de onda 
de 500 nm, en un espectrofotdmetro Bausch-Lomb Spectronic 710.
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8.5.- Deterttiinacldri de la activldad 5* nucleotidasa
La 5' nucleotidasa catàliza la hidrôlisis del 5'AMP 
hasta adenosina y fdsfforo. Dado que esta enzima se localiza en 
la membrana plasmâtica de la célula, su actividad se ha deter- 
minado frecuentemente para evaluar el fndice de pureza para - 
membranas .piasmâticas de higado ( NEVILLE,Jr., 19 75 ). Para su 
ensayo seguimos el procedimiento des cri to por Avruch y col. - 
(AVRUCH y col.,1971).
Reactivos;
- Tampôn A: Tris 50 mM, MGCI2 0,2 mM, 5'AMP 0,2 mM y 
5'AMP en cantidaâes trazadoras, pH 7,8.
- Solucidn de (OH)^Ba 0,25 M
- Solucidn de ZnSO^ 0,25 M.
- Solucidn de centelleo Tolueno-Tritdn X-100 : Tolueno-Tri- 
tdn X-100 en proporcidn de 2:1 en vo lumen con 4 g /I de PPO 
y 0,2 g /I de POPOP.
Procedimiento :
Se anadieron 10-30 ^ g  de protein a en un vo lumen 
de 10 jxl a 1 ml de taimpdn A, excepto en el blanco. Las muestras 
se incubaron a 30®C durante 15 minutos, al cabo de los cuales 
se pard la reaccidn por la adicidn de 0,2 ml de solucidn de - 
sulfato de zinc. La prroteina y el 5'AMP no hidrolizado se pre-
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cipitaron por la adicidn de 0,2 ml de solucidn de hidrdxilo - 
bârico, mientras qu«e la adenosina permanece en el sobren ai an­
te. Tras centrifugaicidn durante 10 min. a 3000 rpm se toiraron 
0,5 ml del sobrenadante que se contaron con una solucidn ie - 
centelleo de Toluemo—Tritdn X-100.
Los resul tados se expresaron en ^ i^moles de 5'AMPhi- 
drolizados por mg (de protefna y por hora :
umoles 5'AMP hidrolizados/ muestra-blanco
J = ' - —' ' ■ ■ X  0,2x
nig /hora cpm totales-blanco
1/mg proteina x 1/hora.
8.6.- Determinacidn de glucosa
Las muestras se desproteinizaron con 0,5 volûmeies - 
de ZnSO^ 2% y 0,5 volümenes de (OH) 2Ba 1,8%. Tras centrifiga- 
cidn a 3000 rpm durante 10 minutos, la glucosa se determiid en 
alicuotas del sobrenadante por el método de la glucosa ox.dasa 
( HUGGET y NIXON , JL9'57) .
R E s U L T A D O S
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1.- ESTUDIOS CON MEMBRANAS PLASMATICAS DE HIGADO DE RATA
1.1.- Proceso de purificaciôn de las membranas plasmâtlcas 
de higado.
1.1.1.- Indices de pureza: actividad 5'nucleotidasa y -
125unidn de mono I-glucaçfdn.
En la Tabla 1. se presentan conjuntamente la cantidad 
de proteina por cada 10 g de higado y la actividad 5'nucleo­
tidasa en umoles de 5'AMP hidrolizados por mg de proteina y - 
por hora en cada una de las fracciones que previamente se han - 
descrito en el proceso de purificacidn de membranas hepâticas.Se 
puede observer que la cantidad de proteina por cada 10 g de
higado fue de 2 g en el homogenado, tanto en animales contrô­
les como tratados con G-Z-P, y que la cantidad de proteina obte­
nida en la fraccidn de membranas parcialmente purificadas a - 
partir de esos 10 g de higado oscilô entre 10,2-14 mg en
los diferentes grupos de animales.
En los distintos grupos la actividad 5'nucleotidasa de 
los homogenados fue de 1,5-1,8 jimoles de 5'AMP hidrolizados por
u
mgr. de proteina y por hora y de 12-17 jimoles en la fraccidn 
de membranas parcialmente purificadas. Si analizamos los indices 
de actividad 5'nucleotidasa de las distintas fracciones referi- 
dos a la actividad en el homogenado que consideramos como 1, po-
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dremos verificar que, en todos los grupos, los Indices de pu­
rificacidn fueron semejantes. Estos indices nos indican que 
las membranas hepâticas se purificaron 9 veces sobre la pre- 
paracidn inicial y que el grade de pureza fue semejante para 
todos los grupos.
Asimismo como indice de purificacidn utilizamos la 
125unidn de mono I-glucagdn a las distintas fracciones obte­
nidas durante el proceso de aislamiento de las membranas he­
pâticas. Las distintas fracciones ( o ,6 mg' ./ml ) se incuba-
125ron con tampdn KRP pH 7,5 + Albûmina 1% y mono I-glucagdn
C 0,7x10 ) durante 20 minutos a 30°C. Los resultados obte-
nidos con este procedimiento los représentâmes en la Tabla 2.
125en fmoles de mono I-glucagdn unidos por mg.de proteina,ob- 
servândose que la unidn fue mener en ratas tratadas con G-Z-P 
que en ratas contrôles y, que esta disminucidn fue inversamente 
proporcional a la dosis de G-Z-P empleada. Estas diferencias - 
fueron observables incluse en el homogenado, a pesar de la pe- 
queha cantidad de hormona unida especificamente por mg de pro­
teina en esta fraccidn ( 2,4 fmoles/jagy^deê.proteina en ratas
contrôles), manteniéndose esta reducida unidn hormonal en las
125restantes fracciones. De esta forma, la unidn de mono I-glu- 
cagdn fue de 62, 47,6, 36,2 y 22,7 fmoles/mg de proteina en 
membranas parcialmente purificadas de ratas ‘contrôles y trata­
das con G^Z-P C 20, 40 y 60 jig ./lOO g 7 de peso ) respectiva- 
mente.
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TABLA 2.-
125UNION DE MONO I-GLUCAGON A LAS DIFERENTES FRACCIONES DEL 
PROCESO DE PURIFICACION DE MEMBRANAS HEPATICAS DE RATAS CONTRO-
LES Y TRATADAS CON GLUCAGON . MEDIANERROR ESTANDAR N=10
Purificacidn Glucagdn unido(fmoles/mg de prot)
C T-20 T-40 T-60
Homogenado 2,4±0,4 1,4±0,4 N.D. N.D.
1®^ sedimento 16,2±1,7 9,0±0 ,9 8,0±1,1 4;8±0,8
Membranas
parcialmente
purificadas 62 ,0t4 ,1 47,6±4,2 36,2±4 22,7+2,4
C; ratas contrôles, T-20, 40 o 60; ratas tratadas con 20, 40 o 
ÛQ de G-Z-P/lOO g . de peso. N.D.: no detectado.
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1251.2.1.- Asociaciôn y disociaciôn de mono I-glucagdn
La asociaciôn de mono ^^^I-glucagon( 0,7x10 ) a
membranas hepâticas en funcidn del tiempo de incubacidn ha sido 
representada en la Figura 4. en percentages de la cantidad mâ— 
xima de glucagdn unida. Tanto las membranas de ratas contrôles 
como las pertenecientes a ratas tratadas con 40 jig: . de G-Z-P/
100 g de peso, mostraron a 10°o 20°C un patrdn semegante de 
asociaciôn. Por otra parte, el incremento de la temperatura - 
aumentd la unidn de la hormona a su receptor. En efecto, la — 
unidn mâxima de glucagdn se consiguid a las 4hr. o 3hr. cuando 
las temperaturas de incubacidn fueron 10 ° o 20°C, respectiva- 
mente, mientras que a estas mismas temperaturas, el 50% de la
unidn mâxima se obtuvo a la hora o 20 minutos.
125La disociacidn del mono I-glucagdn previamente -
unido a las membranas se llevd a cabo a 10° o 20°C, diluyén—
dolas 100 veces con KRP + Albûmina al 1%, pH 7,5.,o tratândolas
con glucagdn no radiactivo C. 0,5 ^g:/ml ) , despuês de 90 minu-
125tos de asociacidn a 20°C. El grado de disociacidn del mono I- 
glucagdn en ambos grupos de membranas fue semegante, tanto por 
dilucidn como por dilucidn mâs la adicidn de glucagdn no radiac­
tivo. Como consecuencia de ello en la Figura 5 presentamos solo 
los resultados obtenidos por dilucidn en forma de tanto por - 
ciento unido respecto a lo que estaba unido en el momento de la 
dilucidn. Como puede observarse, el proceso de disociacidn es 
igual para membranas contrôles que para auqellas procédantes de
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FIGURA 4.- ASOCIACION DE MONO I-GLUCAGON A MEMBRANAS HEPATI­
CAS DE RATAS CONTROLES Y TRATADAS CON 40 jJG DE G-Z-P/lOO G . DE 
PESO. Las membranas, 0,12 mg de protefna/ml en contrôles (•-•) 
y 0,1 mg/ml en tratadas con 40 ^g de G-Z-P (o— o), se incubaron 
en KRP albûmina al 1%, pH 7,5 con mono ^^^I-glucagdn ( 0,7xl0~^^M) 
a 10® y 20®C. A los tiempos indicados, se déterminé la unidn es- 
pecîfica y se représenté como el porcentaje de la cantidad mâxi­
ma unida. Cada punto représenta la media de 3 expérimentes dife­
rentes Dor duplicado.
Q)
1
E 100
o
O
‘H
o*o
'c
3
f
O 50I
a
o>
o'
Tiempo (horas)
T=’IGÜRA 5,^ DISOCIACION DE MONO ^I-GLUCAGON PREVIAMENTE UNIDO 
A MEMBRANAS HEPATICAS DE RATAS CONTROLES Y TRATADAS CON 40 JJG 
DE G-Z-P/lOO G. DE PESO. Membranas plasmâtlcas de ratas contrô­
les C • 1 y tratadas con 40 ug de G-Z—P ( o— o ) fueron in—/
cubadas durante 90 min. a 20®C en KRP, albûmina al 1%, pH 7,5 
125y mono I-glucagdn. Al finalizar dicho période de tiempo, - 
50 ul de la mezcla de incubacidn fueron diluidos con 5 ml. del
/•
mismo tampdn y la incubacidn se continud a 20° y 10°C durante 
los tiempos indicados, al cabo de los cuales se determind la ra­
diactividad unida especificamente a las membranas. Cada punto 
es la media de 3 experimentos por duplicado.
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ratas tratadas con 40 yig ' de G-Z-P/lOO g de peso, y en - 
nuestras condiciones de ensayo es baja tanto a 20°C como a 10®C 
A 20°C se necesitô 1 hora de incubaciôn para lograr un 15% de 
disociaciôn.
1251.2.2.- Degradaciôn de mono I-gluagôn y su receptor
La cantidad de hormona degradada durante los perîodos
de incubaciôn se determinô por su capacidad de unirse de nuevo
a membranas hepâticas de rata o su solubilidad en TCA al 10%,de
acuerdo con lo descrito en Materil y Métodos. Como puede obser-
125varse en la Fig.gi, la degradaciôn de mono I-glucagôn por
membranas plasmâticas de higado es un proceso muy râpido, depen-
diente de la temperatura. Después de una hora y media de incu-
125baciôn el 50% del mono I-glucagôn inicial fue degradado, - 
mientras que a 10°C se necesitaron 3 horas para lograr ese 50% 
de hormona inactivada. El patrôn dégradâtivo fue igual para las 
membranas procédantes de ratas contrôles y para aguelias de - 
animales tratados con 40 ^g de G-Z—P/100 g de peso. El - 
porcentaje de hormona inactivada presentado en la Fig.6 se re- 
flere a la capacidad de la hormona de unirse de nuevo al recep­
tor, ya que si fuera relacionado a la radiactividad soluble en 
TCA al 10% C resultados que no se presentan ) observarîamos - 
que los niveles de hormona degradada son mucho menores, 25% y 
50% a las 4 horas a 10° y 20°C,respect!vamente. No obstante con 
ambos procedimientos el grado de degradaciôn fue semejante con 
las membranas de ratas contrôles o tratadas con 40 ug de -r
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12 sFIGURA 6,- DRGRADACION DE MONO I-GLUCAGON POR MEJffiRANAS HE- 
PATICAS DE RATAS CONTROLES Y TRATADAS CON 40 pG DE G-Z-P/lOO G. 
DE PESO. Membranas plasmâticas ( 0,13 mg de prot./ml ) de ratas
contrôles C # ) o tratadas con 40 pg de G-Z—P ( o— o ) fue-
12ron incubadas en tampôn KRP, alb. 1%, pH 7,5 con mono I-glu- 
cagôn C 0,8x10 ). A los tiempos indicados se tomaron mues-
tras de 0,5 ml y en alïcuotas de o ,1 ml del sobrenadante se de­
terminô su capacidad de uniôn a membranas hepâticas y su solu­
bilidad en TCA al 10%. Los valores estâh corregidas de forma 
que la hormona unida especificamente a las membranas se consi­
déra no inactivada. Cada punto es la media de 3 expérimentes en 
duplicado.
IO"C
100
I
1
g*"O
50wo
Q.0>
<o
-a
a
Tiempo (horas)
FIGURA 7.- DEGRADACION DEL RECEPTOR DE GLUCAGON EN ME>IBRANAS HE- 
PATICAS DE RATAS CONTROLES Y TRATADAS CON 40 JJG DE G-Z-P/lOO g. 
DE PESO. Membranas hepâticas hepâticas ( 0,3 mg de prot./ml ) de 
ratas contrôles C #— # \ o tratadas con 40 ^g de G-z-P (o— o) se 
incubaron en KRP, albümina al 1%, pH 7,5 a 10® y 20C. En alicuo- 
tas de 50 jil se determinô su capacidad para unir especificamente 
mono ^I-glucagôn C0,7xl0“^^M) a 20®C durante 90 min. El 100% 
de uniôn fue el obtenido en el minute 0 de la incubaciôn. Cada 
punto es la media de 3 experimentos por duplicado.
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G-Z-P/lOO g. de peso.
Para determinar la degradaciôn del receptor para glu-
cagôn, se incubaron laus membranas en tampôn KRP BSA 1%, a 10°y
20°C tomândose a diferentes tiempos alicuotas en las que se -
125determinô su capacidad de unir especîficamente mono I-glu-
cagôn a una concentraciôn de 0,7x10 Los resultados obte-
nidos se presentan en la Fig.7, referidos en % delà uniôn en
el minuto 0 de incubaciôn de las membranas, observândose que
es un fenômeno dependiente de la temperatura, aunque mucho -
mâs lento que la inactivaciôn de la hormona. Se requieren mâs
de 4 horas de incubaciôn a 20®C para que los receptores pier-
125dan un 50% de su capacidad para unir.mono I-glucagôn, mien­
tras que en ese mismo tiempo solo se ha perdido un 25% de di- 
cha capacidad a 10°C. Sin embargo a ambas temperaturas el pro­
ceso es idéntico en membranas de ratas contrôles y de animales 
tratados con 40 jig" de G-Z^P/100 g: de peso.
1.2.3,- Aiinidad y nümero de receptores para glucagôn
Cuando se determinô la uniôn especîfica de diferen- 
tes concenttaciones de glucagôn ( 0,2—100 ng^^ /ml ) a membra— 
nas piasmâticas de higado en condiciones de equilibrio C Fig.S 
panel superior I obseryamos que esta fue menor en las membra­
nas de ratas tratadas con G-Z—P que en las contrôles. Asimismo 
esta disminuciôn fue proporcional a la cantidad de G-Z-P pre-
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FIGURA 8.- UNION DE GLUCAGON A MEMBRANAS HEPATICAS DE RATAS CONTRO 
LES Y TRATADAS Y ANALISIS DE SCATCHARD. Membranas hepâticas(0,15mg/ 
ml) contrôles (•—•) Y tratadas con G-Z-P (20 ^g) (o—o) ,40 yig (#—#  y
60 ^ g (O —O) se incubaron con glucagôn a las concentraciones indica- 
das durante 4h. a 20°C determinândose la uniôn especîfica. Cada 
punto es la media de 4 experimentos por duplicado.
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viamente administrada a los animales. Cuando estos dates se - 
representaron en forma de hormona unida/hormona libre frente 
a la cantidad de hormona unida, de acuerdo con Scatchard - 
(. SCATCHARD, 1949 ) se obtuvieron las curvas representadas en 
el panel inferior de la Fig.8. La interpretaciôn de represen- 
taciones curvilineares es muy dificil. Sin embargo, este tipo 
de representaciones se las supone constituidas por dos lineas 
reetas que se cruzan, es decir como si existiesen dos tipos - 
de receptores espaces de unir la hormona con una afinidàd : -
diferente y distinto nûmero de sitios. Aceptando esto se pue- 
de calculer la afinidad y el nûmero de sitios para cada tipo 
de receptor, lo cual extrapolado a lo obtenido por nosotros - 
con membranas plasmâticas de ratas contrôles y tratadas nos - 
dâ la siguiente informaciôn ;
a) Que la afinidad del glucagôn por su receptor en membra­
nas plasmâticas de higado es igual en ratas contrôles y
tratadas con 20, 40 y 60 jig G-Z-P/lOO g.' de peso y
9 —1esta es de 5x10 M para los reeptores de alta afini­
dad y de 3,6x10^ M  ^para los de baja afinidad.
b) Que el nûmero de receptores totales disminuye en los 
animales tratados con G-Z-P y es de 0,95, 0,71, 0,59 y 
0,4 pmoles/mg de proteina en contrôles y tratadas con 
20, 40 y 60 ^g G-Z-P/lOO g de peso, respectivamen- 
te, siendo el nûmero de sitios de alta afinidad de un - 
15% aproximadamente del nûmero total de sitios en todos 
los casos.
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1251.2.4.- Uniôn de mono I-insulina
Con objeto de determinar la capacidad de las membra­
nas hepâticas para unir insulina, se incubaron estas con dis­
tintas cantidades de insulina tal como se indica en el pie de 
la Fig.9. En dicha figura puede observarse que no existen di- 
ferencias en la uniôn de insulina a las membranas de ratas - 
contrôles o de animales tratados con 40 yig de G-Z-P/lOO g 
de. peso. En ambos casos el 50% de los sitios de uniôn se hallan 
ocupados a una concentraciôn de insulina de 2 3 ng /ml (3,8x
—9
10 M ) y la saturaciôn se alcanzô a la concentraciôn de - 
5xl0“® - 10“  ^M.
1.3.- Actividad biolôgica del glucagôn en membranas plasmâ-i 
ticas de higado.
1.3.1.- Estimulaciôn de la adenilato ciclasa por gluca- 
gôh.
Como actividad biolôgica estimulada por glucagôn - 
se determinô la actividad adeniJa&o ciclasa tal como se indica 
en Material y Mëtodos. Los resultados presentados en la Fig.lO
muestran una mayor activaciôn de la adenilato ciclasa por glu­
cagôn ( 0-10  ^M ) en membranas plasmâticas de higado de ratas 
contrôles con respecto a los animales tratados con 40 jag de
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FIGURA 9.- UNION DE INSULINA A MEf'^RANAS HEPATICAS DE RATAS CON­
TROLES Y TRATADAS CON 40 JJG DE G-Z-P/lOO G . DE PESO. Membranas
hepâticas (0,23 mg/ml) de ratas contrôles ( ) y tratadas con
12540 jig de G-Z-P Co— o). , se incubaron con mono I-insulina (0,58 
ng/ml) y distintas cantidades de insulina no radiactiva (0,3-1000 
ng/ml) en KRP albümina al 1%, pH 7,5 durante Ih. a 20°C. Cada 
punto représenta la media de 3 experimentos diferentes por dupli­
cado.
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Frr=ÜRa 10.- ESTIMULACrON POR OLUCAOON DE LA ACTIVIDAD ADENILATO 
CICLASA EN îffiMBRANAS HEPATICAS DE RATAS CONTROLES Y TRATADAS CON 
40 JJG DE G'-Z-P/lOO G-. DE PESO. Se incubaron las membranas (0,2 
mg/ml) , de ratas contrôles (•— e) y tratadas con 40 y.g de G-Z-P 
Co— o) durante 15 min. a 30°C tal como se indicô en Material y 
Métodos y con diferentes concentraciones de glucagôn (0-10 M^) 
o con NaF 20 mM. Cada punto représenta la media de dos experimen­
tos diferentes por duplicado.
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G-Z-P/lOO g de peso, lo cual se corresponde con la dife- 
rencia en el nûmero de receptores para esta hormona. En am­
bos casos, la mitad de la respuesta. mâxima de adenilato ci-r
clasa en las membranas se consiguiô con una concentraciôn de
— 9glucagôn de 3x10 M. Sin embargo, cuando el estimulo fue - 
NaF, a una concentraciôn final de 20 mM, la respuesta fue la 
misma en membranas contrôles y en aguelias de ratas tratadas 
con 40 yig G-Z-P/lOO g de peso.
2.- ESTUDIOS EN HEPATOCITOS AISLADOS
2.1.- Interacciôn de glucagôn con hepatocitos aislados.
12 52.1.1.- Asociaciôn y disociaciôn de mono I-glucagôn
El grado de la asociaciôn de glucagôn a hepatocitos
12 5se determinô incubando estos con mono I—glucagôn (0,9 x
—1010 M 1 en KRH-Tris, BSA 1%, pH 7,4 y determinândose, a los 
tiempos indicados, la uniôn especîfica en alîcuotas de 0,5 ml 
Los resultados presentados en la Fig.ll en % de la uniôn mâ- 
xima frente al tiempo, muestran que el tiempo necesario para 
alcanzar el 100% de uniôn es de 30 minutes a 20°C y de 10 mi­
nutes a 30°C, siendo igual tanto para hepatocitos procédantes 
de ratas contrôles como de tratadas con 40 ug de G-Z-P/lOOr
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IPSFIGURA 11.-.ASOCIACION DE MONO I-GLUCAGON A HEPATOCITOS^ DE 
RATAS CONTROLES Y TRATADAS CON 40 DE G-Z-P/lOO g DE PESO.
Së incubaron los hepatocitos (10^ células/ml) de ratas contrôles 
C#— #) y de animales tratados con 40 ug de G-Z-P (o— o) con mo-
no ^^^I-glucagdn CO,9x10 ^^M) en KH tris, pH 7,4, albümina al 1% 
A los tiempos indicados, se determinô la uniôn especîfica en 0,5 
ml de mezcla de incubaciôn. Cada punto représenta la media de 3 
experimentos por duplicado.
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125FIGURA 12.- DISOCIACION DE MONO I-GLUCAGON PREVIAMENTE UNIDO A 
HEPATOCITOS DE RATAS CONTROLES Y TRATADAS CON 40 JJG DE G-Z-P/lOO 
G . DE PESO. Después de incubar los hepatocitos de ratas contrô­
les C#— •) y animales tratados con 40 |ig de G-Z-P (0— 0) con mono 
^^^I-glucagén (10 en KH tris albümina al 1%, pH 7,4, duran­
te 30 min. a 20®C, se diluyeron 10 veces con el mismo tampôn y 
se centrifugaron. Las células fueron resuspendidas de nuevo en - 
el mismo tampôn con o sin glucagôn radiactivo (0,5 yg/ml),incu- 
bândose de nuevo a los tiempos indicados.
102.
g; . de peso.
Después de incubar los hepatocitos ( 2x10^ células/ 
ml ) 30 minutes a 20°C con mono ^^^I-gluegôn ( 10 M ) se - 
llevô a cabo la disociaciôn del glucagôn unido a los mismos 
lavândolos con un volumen 10 veces superior al de incubaciôn 
con KRH tris, albümina 1%, pH 7,4 a 4°C, y resuspendiéndolos 
en el mismo tampôn en ausencia o presencia de glucagôn no mar- 
cado ( 0,5 yig /ml ) e incubândolos de nuevo a 20°C. Los re­
sultados obtenidos con este procedimiento se presentan en la 
Fig.l2 en % de la radiactividad unida durante la primera incu­
baciôn ( minuto 0 ). Como puede observarse, no hay diferencias 
para la disociaciôn hormonal entre las células contrôles y - 
las procédantes de animales tratados con 40 jiq de G-Z-P/lOO 
grs. de peso, siendo el curso de esta bastante mâs râpido que 
en membranas plasmâticas, ya que a los 20 minutos se ha des- 
prendido un 50% de la cantidad de glucagôn previamente unido.
1 2 52.1.2.- Degradaciôh de mono I-glucagôn
Después de la incubaciôn de hepatocitos procédantes
de ratas contrôles y tratadas con 40 jig de G-Z-P/lOO g:
de peso con mono ^^^I-glucagôn ( 0,7x10^^^ M ) en KRH tris,
pH 7,4, albümina al 1%, y a los tiempos indicados, se determi-
125nô la capacidad del mono I-glucagôn présenta en el sobrena­
dante para unirse a su receptor en membranas plasmâticas de - 
higado. Los resultados han sido rgpresentados en la Figl3 y.
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12*5FIGURA 13.- DEGRADACION DE MONO I-GLUCAGON POR HEPATOCITOS DE
RATAS CONTROLES Y TRATADAS CON 40 jJG DE G-Z-P/lOO G . DE PESO.
Se incubaron los hepatocitos (10^ células/ml) de ratas contrôles
im— #) y animales tratados con 40 de G-Z-P (o— o) en KH tris
albümina al 1%, pH 7,4 con mono ^^^I-glucagôn (0,7x10 . A -
los tiempos indicados se tomaron muestras, analizândose la capa-
125cidad de uniôn a membranas del mono I-glucagôn présente en 
el sobrenadante, Cada punto représenta la media de 3 experimen­
tos por duplicado.
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como puede observarse, el proceso de degradaciôn es fuertemente
dependiente de la temperatura, de tal forma que son necesarios
100 minutos para degradar un 50% del glucagôn présente a 10°C,
mientras que a 20°C con solo 20 minutos se logra el mismo -
efecto, Tanto las células procedentes de ratas contrôles como
de animales tratados con 40 |ig: de G—Z—P/100 g de peso,de—
125gradaron una cantidad semejante de mono I—glucagôn.
2,1,3,- Afinidad y nümero de receptores para glucagôn.
En la Fig.l4, panel superior, se ha representado el % 
125de mono I—glucagôn unido en funciôn de diferentes concentra­
ciones de glucagôn no radiactivo ( 0,5—100 0 ng /ml ) durante 
30 minutos a 20°C. Como puede observarse, la cantidad de gluca­
gôn unido a hepatocitos procedentes de ratas tratadas cpn 40 — 
yig de G-Z-P/lOO g. .. de peso fue menor que en hepatocitos - 
contrôles. Sin embargo, la cantidad de glucagôn necesaria para 
saturar un 50% del nûmero total de recg)tores fue de 1-2x10  ^M, 
tanto en hepatocitos de ratas contrôles como tratadas con 40 - 
jig' de G-Z-P/IOQ g: . de peso. Cuando se representaron los -
resultados anteriores segûn Scatchard C Fig.14, panel inferior) 
se obtuvieron representaciones curvilineas semejantes a las - 
oUtepidas con los datos de uniôn de glucagôn a membranas hepâ— 
ticas, A partir de estas representaciones grâficas se calculan 
las constantes de afinidad y nûmero de receptores:, cuyos valo­
res son los siguientes :
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FIGURA 14.- UNION DE GLUCAGON A HEPATOCITOS DE PATAS CONTROLES Y
TRATADAS CON 40 JJG DE G-Z-P/lOO G .DB 'iPESO Y ANALISIS DE SCATCHARD
DE LOS RESULTADOS. Los hepatocitos ( 10  ^células/ml) de ratas —
contrôles (#— #) y tratadas con 40 jig de G-Z-P (o— o) se incuba— 
125ron con mono I—glucagôn (0,2 ng/ml) y con diferentes cantida— 
des de glucagôn no marcado (0-1000 ng/ml) durante 30 min. a 20°C 
en un volumen final de 0,5 ml.Al finalizar el tiempo de incuba— 
ciôn se determinô la cantidad de glucagôn unido especîficamente a 
las células . Cada punto représenta la media de 3 experimentos di­
ferentes por duplicado.
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- Para células procedentes de animales contrôles una cons­
tante de alta afinidad de 0,62x10^ M  ^y o ira de baja afinidad
Q _  1
de 0,55x10 M , siendo el nûmero de sitios totales 0,2 pmoles/ 
10^ células y el nûmero de sitios de mayor afinidad de 0,023 
pmoles/10  ^ células.
- Para las células procédants de animales tratados con 40 
de G-Z-P/lOO g. de peso una constante de alta afini­
dad de 0,62x10^ M  ^y otra de baja afinidad de 0,7x10^ M - 
El nûmero de sitios totales fue de 0,137 pmoles/10^ células y 
los de alta afinidad de 0,0143 pmoles/10^ células.
2.2.- Actividad biolôgica en hepatocitos aislados de rata.
2,2.1.- Efecto del glucagôn sobre la producciôn de AMPc.
La actividad adenilato ciclasa en hepatocitos se de­
terminô midiendo el acûmulo de AI4Pc en los mismos cuando se - 
incubaron a 37°C durante 2 minutos y medio, con diferentes con­
centraciones de glucagôn en presencia de "un inhibidor de su de­
gradaciôn C teofilina 2,5 mM ). El tiempo de incubaciôn de 2 - 
minutos, 30 segundos se eligiô después de comprobar que con él 
se conseguîa el mâximo acûmulo de AMPc en respuesta a cualquier 
concentraciôn de glucagôn.
En la Fig.15 puede observarse una clara diferencia 
en la actividad adenilato ciclasa de los hepatocitos de ratas
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FIGUm 15.- EîECID CEL SCBPE LA. PRODüOdCN DE AMPc POP. HEPATOCITOS
DE RATAS OONTFDLES Y TRATADAS OON 40 JJG DE G-Z-P/lOO G . DE PESO. Los he- 
patocitDs (2x10  ^oelulas/ml) de ratas œntroles (#— #) y de animales trata­
dos oon 40 jjg de G-Z-P Co—o) se incubaron en tampdn KEffi albtjmina 4%, riî7,4 
en atmSsfera de Og y OO2 C 95%:5% ) oon teofilina 2,5 irM a 37°C durante 2min. 
30 segundos y oon una agltacidn moderada en presencia de dis tintas oonoenr» 
traclones de glucagôn. Al finalizar el tiempo de incubaciôn se anadiô en cada 
tubo 0,5 ml de la suspensiôn celular y 0,5 ml de TCA al 10%, determincindose 
las concentraciones de AMPc en el sobrenadante. Cada punto représenta la me­
dia ifel error^ Jestandar de 4 earoerimentos en los contrôles y 6 experimentos 
en el grupo de ratas tratadas.
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contrôles frente a los de animales tratados con 40 jig de - 
G-Z-P/lOO g- , de peso. La actividad adenilato ciclasa estimu­
lada por glucagôn fue significativarnente inferior en hepatoci­
tos de ratas tratadas con 40 jig de G-Z-P/lOO g: , de peso
que en hepatocitos contrôles, sin embargo, con ambas poblacio- 
nes celuiares la mâxima activaciôn se obtuvo con una concen­
traciôn de glucagôn de 10  ^M y el 50% de la actividad total
-9se logrô a una concentraciôn de 2x10 M.
2.2.2.- Efecto del glucagôn sobre la producciôn de glu- 
cosa.
Los hepatocitos aislados se incubaron en tampon Krebs 
Henseleit bicarbonate , albümina 4%, pH 7,4 y 10 mM de alanina 
a 37°C en atmôsfera de carbôgeno, A la albümina bovina empleada 
se le quitaron previamente los âcidos grasos por extracciôn con 
carbono activado ( CHEN, 1967 ). Después de 15 minutos de incu­
baciôn, se toma la primera muestra ( tiempo 0 ) y se ahade el 
estîmulo. La incubaciôn se continua y se toman muestras a los 
tiempos indicados, la glucosa se detrmina en el sobrenadante - 
después de centrifuger las células.
Los resultados se presentan en la Tabla 3 y puede - 
observarse que con una concentraciôn de glucagôn 5,5x10  ^M la 
estimulaciôn de la producciôn de glucosa es mayor en los hepa­
tocitos de animales contrôles que en los tratados con 40 ^g 
de G-Z-P/IQO g. . de peso. La estimulaciôn es mayor de forma -
TABLA 3.- ESTIMULACION DE LA PRODUCCION DE GLUCOSA POR GLUCAGON 
EN HEPATOCITOS AISLADOS DE RATAS CONTROLES Y TRATADAS 
CON 40 JJG G-Z-P/lOO G . DE PESO. MEDIAIERROR ESTANDAR. 
N=2.
15
ug de glucosa/10
Tiempo de incubaciôn 
30 60
células
( minutos)
90 120
Hepatocitos de 
ratas contrôles
Basai 11+2 2 3,8+3,2 48,6+6,6 68,6+8 90+11
tglucagôn
(5,5xlO“ M^) 13,7+1,9 31,2+3,5 64+8 91+10,5 127+13,5
Hepatocitos de 
ratas tratadas
Basai 11,9+1,1 23+2,4 42+3,6 59+5,6 76+7,4
+glucag6n
(5,5x10“’m ) 14,7+1,1 27,8+2,8 49+2,4 65,6+4,9 81,6+6,4
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significativa a partir de 1 hora, a tiempos de 15 y 30 minutos 
no hay significaciôn estadfstica en las diferencias.
2.2.3.- Efecto de AMPc en la producciôn de glucosa.
La incubaciôn de los hepatocitos se lleva a cabo co­
mo hemos indicado en el apartado anterior con la ûnica dife­
rencia que se utiliza el AMPc ( 0,8 mM ) como estîmulo en sus- 
tituciôn del glucagôn. Los resultados se presentan en la Tabla 
4 y como se observa hay una clara estimulaciôn en la producciôn 
de glucosa en presencia de AMPc. La producciôn de glucosa es - 
significativarnente mayor en presencia de AMPc tanto en hepato- 
xitos procedentes de animales contrôles como tratados. Sin em­
bargo, la estimulaciôn es muy similar en ambos casos, no obser­
vândose prâcticamente diferencias entre ambos.
3.- ESTUDIOS CON HEPATOCITOS AISLADOS PREINCUBADOS EN MEDIO 199
Una vez aislados los hepatocitos de ratas, se incuba­
ron en contenedores de plâstico durante 15 minutos en tampôn - 
KHB, albümina al 2%, glucosa C 1 mg /ml ), pH 7,4 a 37°C en - 
atmôsfera de carbôgeno y con una agitaciôn moderada. A conti- 
nuaciôn se centrifugraron durante 2 minutos a 50xg y se resus- 
pendieron en medio 199 con albümina al 2%, penicilina ( 2000 U/ 
ml } y estreptomicina C 2 mg/ml ), pH 7,4, prosiguiéndose las
TABLA 4. - ESTIMULACION DE LA PRODUCCION DE GLUCOSA POR AMPc EN 
HEPATOCITOS AISLADOS DE RATAS CONTROLES Y TRATADAS - 
CON 40 JJG DE G-Z-P/lOO G . DE PESO. MEDIA^ERROR ESTAN­
DAR N=3.
15
yag de 
tiempo de 
30
glucosa/10  ^ células 
incubaciôn (minutos) 
60 90 120
Hepatocitos de
ratas contrô­
les .
Basai 9,3+1,9 22,2+5,6 45,3+10,2 77,8+22 10 5,11+26
+AMPC
C0,8mM) 15+1.15 30+7,5 57,2+8,6 110,7+27 130+27
Hepatocitos de
ratas tratadae.
Basai 18,7+2,8 33+5 60,4+10,9 70,2+4,6 9 3,6+17
+AMPc
C0,8mMl 25,4+4,2 43,9+7,4 78,94+12 88,5+5,4 114+6,3
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incubaciones en las mismas condiciones en que se realizaron - 
con anterioridad con tampôn KHB. A los 15 minutos se anadieron 
los agentes en cuya presencia se incubaron las células en caso 
de que ello fuera necesario, tomândose una parte de las célu­
las para hacer las determinaciones oportunas correspondientes 
al minuto 0 de incubaciôn con dichos agentes. Las células, an­
tes de ser utilizadas para cualquier tipo de experiencias, - 
fueron lavadas con tampôn KHB, albümina al 2%, pH 7,4 e incu­
badas de nuevo en tampôn KHB, albümina al 2%, glucosa ( 1 mg/ 
ml 1 pH 7,4 durante 30 minutos a 37°C al cabo de los cuales -i 
se centrifugaron de nuevo, después de lo cual las células esta— 
ban dispuestas para ser resuspendidas en el medio adecuado y 
utilizadas en el experimento elegido.
3.1.- Interacciôn del glucagôn y la insulina con hepatocitos 
preincubados previamente en medio 199 con o sin gluca­
gôn.
1253,1.1.- Uniôn de mono I-glucagôn.
Se incubaron los hepatocitos ( 1,5x10^ células/ml )
en medio 199 a 3 7°C con o sin glucagôn ( 4x10 ® M ), tomândose
a diferentes tiempos muestras celulares que después de lavadas
12 Sse incubaron en KH tris albümina 1%, pH 7,4 con mono I-glu- 
cagôn (10 M ), durante 30 minutos a 20°C, determinândose a 
continuaciôn la uniôn de la hormona a su receptor.
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12 SFIGURA 16.- UNION DE MONO I-GLUCAGON A HEPATOCITOS PREINCUBA­
DOS EN PRESENCIA O AUSENCIA DE GLUCAGON. LOS hepatocitos se incu­
baron en medio 199, albümina al 2%, pH 7,4 con o sin glucagôn - 
C4xlQ a 37°C. A los tiempos indicados se tomaron muestras de
la suspensiôn celular, las çuales se lavaron durante 30 min. a 
37®C en tampôn KHB albümina al 2%, glucosa 0,1%, pH 7,4. A con­
tinuaciôn se determinô la uniôn de mono ^^^I—glucagôn (10~^^M) 
en tampôn KH tris albümina al 1% pH 7,4 a 20®C durante 30 min. 
Cada punto représenta la media terror estandar de 5 experimentos 
Dor duplicado.
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Un problema que podrîa surgir séria que quedara glu­
cagôn unido a las células que se han preincubado en su presen-
125cia y ello interfiriera con la uniôn de mono I-glucagôn.Sin
embargo^parece que el proceso de lavado es suficiente para di-
sociar todo el glucagôn unido a la célula, ya que si se incu-
ban hepatocitos a 37°C durante 10 minutos con glucagôn (10 M^)
en medio 199 y se lavan después tal como hemos indicado, la - 
125uniôn de mono I-glucagôn a 20°C en KH tris, albümina al 1%, 
pH 7,4, es igual para hepatocitos preincubados o no con gluca­
gôn ( 10"^ M ).
Los resultados obtenidos se praentan en la Fig.16 y
como puede observarse a las 2 horas de incubaciôn, con o sin -
glucagôn ( 4x10 ® M ), no hubo diferencia en la uniôn especl- 
125fica de mono I-glucagôn, incluse fue un poco mayor en célu­
las incubadas con glucagôn. Sin embargo, a las 4 horas, ya se
125observé una diferencia en la uniôn de mono I-glucagôn a cé­
lulas incubadas en presencia ( 4x10  ^M ) o ausencia de gluca­
gôn, de tal forma, que la uniôn en células no incubadas con 
glucagôn aumentô con respecto a la uniôn inicial ( tiempo 0 ) 
del orden de un 2 5% y aproximadamente esa misma cantidad dis- 
minuyô en aquellas preincubadas con glucagôn.
1253.1.2.- Uniôn de mono I-glucagôn a hepatocitos prein- 
cubados con diferentes concentraciones de gluca­
gôn .
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FIGURA 17,- UNION DE GLUCAGON A HEPATOCITOS PREINCXJBADOS CON DIFE- 
RENTES CONCENTRAClONES DE GLUCAGON. Después de preincubar en me­
dio 199 a 37°C durante 6 h. los hepatocitos sin (#— #) o con glu-
cagôn 10 Co— ol , 5,7x10 (■— •) y 2,8x10 O) se lava-
125ron y se determind la unidn especifica a los mismos de mono I- 
glucagdn CO,2 ng/ml) en presencia de cantidades crecientes de 
glucagdn no radiactivo CO,3-1000 ng/ml) a 20®C durante 30 min. - 
Cada punto représenta la media de 3 experimentos diferentes por 
duplicado.
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Para estudiar la relaciôn entre la uniôn de glucagdn 
a células aisladas con las concentraciones de glucagôn con -4. 
las que fueron preincubadas, los hepatocitos se preincubaron 
en medio 199 con o sin glucagdn a diferentes concentraciones —
( 10  ^M, 5,7x10  ^M y  2,8x10 ® M ) durante 6 horas. Al cabo 
de ese tiempo, se lavaron las células y se déterminé la uniôn 
de glucagôn utilizando distintas concentraciones de la hormona,
Los resultados obtenidos pueden observarse en la Fig. 
17. La uniôn disminuyô de una forma inversa a la concentraciôn 
de glucagôn a la que estuvieron expuestas las células, obteni- 
êndose este efecto a todas las concentraciones de la hormona — 
ensayadas ( 0,3-1000 ng /ml ). Cuando los resultados presenta- 
dos en la Fig.17 se representaron segûn Scatchard y se calculé 
el nümero de sitios de uniôn para glucagôn por 10  ^ células, se 
observé que no existfan diferencias en las constantes de afi- 
nidad y la diferencia en la uniôn de glucagôn fue interpretada 
como una disminuciôn en el nûmero de sitios de uniôn para el - 
mismo.
1253.1.3.- Degradaciôn de mono I-glucagôn,
Los hepatocitos se incubaron a 37°C 6 horas en medio
199, como ya se indicé anteriormente, con ( 4x10 ® M, ) o sin -
glucagôn y después de lavarlos se déterminé su capacidad para 
125degradar mono I-glucagôn. Para ello se incubaron con mono - 
^^^I-glucagôn C 0,63xl0~^^ M ) a 20°C en KH tris, albûmina al
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125FIGURA 18.- DEGRADACION DE MONO I-GLUJSGON POR HEPATOCITOS PRE- 
INCUBADOS CON O SIN GLUCAGON. Se incubaron los hepatocitos du­
rante 6 horas a 37®C en medio 199 con C4xlO^*M) o sin glucagôn 
y después de lavarlos se determinô su capacidad para degradar - 
mono ^^^I-glucag6n. Para ello los hepatocitos (10^ cel./ml) pre- 
incubados sin (e-
tris albûmina 1% pH 7,4 con mono ^^^I-glucagôn (0,6x10
►1 o con glucagôn (o— o) se incubaron en KH —
a
20°C. A los tiempos indicados se tomaron muestras de la mezcla
de incubaciôn, las cuales se centrifugaron y del sobrenadante
se tomaron alîcuotas en las que se determinô la uniôn especîfi-
ca a membranas hepâticas y la solubilidad en TCA 10% del mono - 
125I-glucagôn présente. Cada punto représenta la media de 3 expe­
rimentos diferentes por duplicado.
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1%, pH 7,4 y se tomaron muestras a los tiempos indicados, -
125determinândose la capacidad del mono I-glucagôn del sobre­
nadante para unirse de nuevo a su receptor en membranas hepâ­
ticas. En la Fig.18 puede observarse que, en ambos casos (cé­
lulas preincubadas o no con glucagôn ), la degradaciôn del - 
125mono I-glucagôn fue semejante. El 50% de glucagôn présente 
fue degradado en 35 minutos, tanto en células preincubadas o 
no con glucagôn.
125También se determinô la solubilidad del mono I- 
glucagôn del sobrenadante en TCA al 10% ( resultados no pre- 
sentados ) y tampoco se observaron diferencias entre hepatoci­
tos preincubados o no con glucagôn ( 4x10  ^M ). Sin embargo, 
la degradaciôn fue mucho mener, como consecuencia de la menor 
sensibilidad de este método.
1253.1.4.- Uniôn de mono I-insulina
Después de incubar en medio 199 los hepatocitos duran­
te 6 horas a 37®C sin glucagôn, con glucagôn ( 4x10 ® M ) o - 
con cicloheximida C 1 jig/ml ) , se lavaron y se determinô la - 
uniôn especifica de mono ^^^I-insulina C 0,9x10 M ) a los
mismos a 30°C en Kffe Eiris, albûmina al 1%, pH 7,4. Como puede
125observarse en la Fig.19, la uniôn de mono I-insulina fue - 
igual tanto en células preincubadas con glucagôn como preincu­
badas sin glucagôn, sin embargo cuando se preincubaron con ci­
cloheximida ( 1 jig/ml ) a una concentraciôn capaz de inhibir
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FIGURA 19.-UNION DE MONO I-INSULINA A HEPATOCITOS PREINCUBADOS 
O NO CON GLUCAGON Y CICLOHEXIMIDA. Una vez preincubadas las cé­
lulas en medio 199 durante 6 horas a 37°C sin (#— #) o con gluca- 
gén 4x10 (o— o) o con cicloheximida l^g/ml (• — •) se lavaron 
determinândose la uniôn del mono ^^^I-insulina (0,9x10 a
las mismas a 30°C. Cada punto représenta la media de 3 expérimen­
tes por duplicado.
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por completo la sfntesis de protefnas, en los hepatocitos,la 
125uniôn de mono I-insulina fue un poco menor. El equilibrio 
se alcanzô a los 60 minutos a 30°C y se.^necesitaron 20 minutos 
para que se uniera un 50% de la cantidad mâxima.
3.1.5.- Afinidad y nûmero de receptores para glucagôn
En condiciones de equilibrio se determinô la uniôn 
de glucagôn a hepatocitos preincubados previsumente durante 6 
horas a 37®C en medio 199 con o sin glucagôn ( 4x10 ® M ) . En 
el panel superior de la Fig.20 puede observarse que existe una 
mayor uniôn de glucagôn a todas las concentraciones ensayadas 
C 0,16-1000 ng/ml ) en las células preincubadas sin glucagôn 
en comparaciôn con las preincubadas en presencia de la hormo­
na. La concentraciôn de glucagôn necesaria para saturar el 50% 
de los receptores totales de glucagôn fue de 10 ® M en células 
preincubadas o no con glucagôn y a una concentraciôn de 10  ^M 
la saturaciôn fue compléta.
Cuando los datos de la Fig.20 se representaron segûn 
Scatchard C panel inferior ), se obtuvieron dos curvas parale- 
las correspondientes a las células preincubadas sin o con glu­
cagôn. Después de calculer los parâmetros correspondientes ob- 
tuvimos:
— En células preincubadas sin glucagôn : constante de uniôn 
de glucagôn de alta afinidad 0,78 0,0 8x10^ M ^ y de baja afini­
dad 0,9 0,1x10® M con un nûmero total de sitios de 0,2 pirra-
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FIGURA 20.- UNION DE GLUCAGON A HEPATOCITOS PREINCUBADOS CON O 
SIN GLUCAGON Y ANALISIS DE SCATCHARD DE LOS RESULTADOS. Después 
de preincubar los hepatocitos durante 6 h. a 37®C en medio 199 
sin (.•— •) o con glucagdn 4x10 (o— o) se lavaron determinân­
dose la uni6n especifica de glucagôn a diferentes concentracio­
nes C 0,16-1000 ng/ml ) en KHtris albûmina al 1% pH 7,4 a 20®C 
durante 30 min. La concentraciôn celular fue de 10^ células/ml. 
Cada punto représenta la media de 4 experimentos por duplicado.
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lest.0,04/10^ células y los correspondientes al sitio de alta 
afinidad de 0,037 0 ,0057 pmoles/10^ células.
- En células preincubadas con glœagén : constante de alta - 
afinidad 0,7lio,04x10^ M  ^y de baja afinidad 0,92^0,3x10^ M  ^
siendo el nûmero de sitios totales 0,128 0,0 37 pmoles/10^ cé­
lulas y los de alta afinidad de 0,022 0,0057 pmoles/10^ célu­
las .
3.2.- Actividad biolôgica de glucagôn en hepatocitos prein­
cubados con o sin glucagôn.
3.2.1.- Efecto de glucagôn sobre la producciôn de AMPc.
Las células previamente incubdas en medio 199 duran­
te 6 horas a 37°C en presencia ( 4xl0”® M ) o no de glucagôn 
fueron lavadas y a continuaciôn se determinô el acûmulo de 
AMPc en presencia de diferentes concentraciones de glucagôn - 
C 0-10  ^M i en tampôn KRB, albûmina al 4%, pH 7,4 y 2,5 mM - 
teofilina a 37°C durante dos minutos treinta segundos. Los re­
sultados presentados en la Fig.21 muestran que la estimulaciôn 
del glucagôn sobre el acûmulo de AMPc fue claramente inferior 
en los hepatocitos preincubados con glucagôn que en aquellos - 
que se preincubaron sin la homcna. Sin embargo, en ambos casos.
la estimulaciôn mâxima se consiguiô a una concentraciôn de - 
glucagôn 10  ^M, mientras que la concentraciôn de glucagôn ne­
cesaria para lograr una estimulaciôn del 50% de la estimulaciôn
in
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FIGURA 21.- EFECTO DEL GLUCAGON SOBRE LA PRODUCCION DE Af4Pc EN 
HEPATOCITOS PREINCUBADOS O NO CON GLUCAGON. Una vez preincubados 
en medio 199, albûmin al 2% pH 7,4 durante 6 horas a 37°C sin 
C# —# ocon glucagôn 4x10 (o— o) los hepatocitos se lavaron, -
incubândose posteriormente en KHB albûmina al 4%, teofilina 2,5 
mM a 37®C durante 2 min.* 30 seg. en presencia de diferentes con­
centraciones de glucagôn (0-10 ^M). Al cabo del tiempo indicado 
se tomô en cada tubo o ,5 ml de suspensiôn celular y 0,5 ml de TCA 
al 10% determinândose postetrLôrmente el AMPc présente en el so— 
brenadante. Cada punto représenta la media terror estandar de 6 
experimentos diferentes.
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maxima, fue de 2,5x10 M tanto en hepatocitos preincubados 
con glucagôn como preincubados sin él.
3.2.2.- Efecto de la L-adrenalina sobre la producciôn de 
AMPc.
Tras la preincubaciôn de^los hepatocitos en presencia 
o ausencia de glucagôn , la incubaciôn de aquellos con L-adre­
nalina C 5x10  ^M ) produjo una acumulaciôn de AMPc que se ha 
representado grâficamente en la Fig.22. La L-adrenalina provo- 
cô una acumulaciôn de A?lPc que fue mâxima a los 2 minutos - 
disminuyendo a continuaciôn. Tanto en hepatocitos preincubados 
con C 4x10 ® M ) o sin glucagôn, el acûmulo de AMPc a los 2 - 
minutos de incubaciôn fue igual y 2,5 veces superior a los - 
valores basales.
3.3.— Efecto de la preincubaciôn con cicloheximida y gluca- 
gôn.
3.3.1.- Efecto de glucagôn y cicloheximida sobre la sfn- 
tesis de protefnas en hepatocitos.
Los hepatocitos (10^ células/ml î se incubaron a 
37°C en medio 199, albûmina al 2%, que contenia L-valina - 
C 0,2 mM ). A los 15 minutos de incubaciôn se ahadieron gluca-
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FIGURA 22.- EFECTO DE LA L-ADRENALINA SOBRE LA PRODUCCION DE AMPc 
EN HEPATOCITOS PREINCUBADOS CON O SIN GLUCAGON. Los hepatocitos 
se preincubaron en medio 199, albûmina al 2% pH 7,4 durante 6 h. 
a 37®C sin C#— #1 o con glucagdn 4xlO"~^M (o— o) y se lavaron - 
posteriormente. A continuaciôn se resuspendieron (2x10^ cél./ml) 
en KHB albûmina al 4% pH 7,4 con L-adrenalina (5xlO**^ M) y se - 
incubaron a 37®C con agitaciôn moderada. A los tiempos indicados 
se tomaron alicuotas de o,5 ml en las que se determinô el AMPc 
después de precipitar con 0,5 ml de TCA al 10%. Cada punto re­
présenta la media+error estandar de 4 experimentos diferentes.
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FIGURA 23,- EFECTO DEL GLUCAGON Y LA CICLOHEXIMIDA SOBRE LA SINTE-
SIS DE PROTEINAS EN HEPATOCITOS. Se incubaron los hepatocitos -
CIO^ cêl./mlî a 37°C en medio 199 albûmina al 2% pH 7,4 o,2 mM 
14L- C-valina C2mCi/mmol) en ausencia (e— #) o presencia de gluca­
gdn 4x10 (o— ol o cicloheximida 1 jig/ml CA— Û) . A los tiempos
indicados se tomaron muestras de 0,5 ml donde se determinô la 
radiactividad precipitable con TCA al 5%. Cada punto représenta 
la media+error estandar de 3 experimentos,
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gôn C 4xlO~® M, final ) , cicloheximida C 1 jig/ml, final ) y - 
L-^^C-valina ) hasta conseguir una actividad especifica de 2 mCi/ 
mmol en el medio de incubaciôn. A los tiempos indicados se toma­
ron alicuotas de 0,5 ml, que después de centrifugadas ( 5 minu­
tos a 3000 rpm ), el precipitado se resuspendiô en 0,5 ml de - 
agua destilada a los que se ahadiô 0,5 ml de TCA al 10% a 4°C.
A continuaciôn se determinô la radiactividad présente en el — 
precipitado, mediante filtraciôn con filtros Whatman GF/C. La 
radiactividad présente en los filtros se determinô con lîquido 
de centelleo sin Tritôn X-100.
Los resultados presentados en la Fig.23 indican que — 
la incorporaciôn de ^^C-valina en proie in as fue lineal durante 
la primera hora, disminuyendo el ritmo de incorporaciôn durante 
la segunda hora. Asimismo puede observarse una pequeha diferen­
cia en la sintesis de proteinas en aquellas células que fueron 
incubadas con glucagôn C 4x10  ^M I , siendo prâcticamente nula 
en aquellos hepatocitos incubados con cicloheximida ( 1 jig/ml ).
1253.3.2.- Uniôn de mono I-glucagôn a hepatocitos incuba­
dos previamente con glucagôn y cicloheximida.
Los hepatocitos se incubaron a 37®C en medio 199, al— 
bûmina 2%, pH 7,4 en ausencia o presencia de glucagôn C 4xlO~®M), 
cicloheximida C 1 jig/ml ) o cicloheximida mâs glucagôn . A los 
tiempos indicados se tomaron muestras en las que se determinô - 
la uniôn de mono ^^^I-glucagôn C 0,6x10 M I a 20°C en KH tris
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125FIGURA 24.* UNION DE MONO I-GLUCAGON A HEPATOCITOS PREINCUBA­
DOS CON GLUCAGON Y CICLOHEXIMIDA. Los hepatocitos se incubaron 
en medio 199, albûmin al 2% a 37®C en las condiciones indicadas 
en la figura. A los tiempos indicados se tomaron muestras y se 
lavaron las células. Después de lo cual æincubaron en KH tris 
albûmina al 1% pH 7,4 a 20®C con mono ^^^I-glucagôn (0,6xl0“^®M) 
durante 30 min., al cabo de los cuales se determinô la uniôn es­
pecifica. Cada punto représenta la media-error estandar de 4 - 
experimentos diferentes.
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albûmina al 1%, pH 7,4. En la Fig24 observâmes que a las dos
125horas de incubaciôn la uniôn de mono I-glucagôn fue igual
en las células incubadas con glucagôn o cicloheximida en re-
laciôn al control, detectândose una pequeha tendencia a dis-
minuir en las incubadas con glucagôn mâs cicloheximida. A -
las 4 horas de incubaciôn ya se pudo observer una pequeha di-
125ferencia en la uniôn de mono I-glucagôn entre los contrô­
les y los hepatocitos incubados con glucagôn, siendo esta di­
ferencia mâs Clara a las 6 horas. A este tiempo de incubaciôn 
la uniôn hormonal a las células incubadas con cicloheximida — 
fue menor que en los contrôles, siendo aûn mâs marcado este - 
fenômeno en las células preincubadas con glucagôn mâs ciclo­
heximida. Por tanto, parece que el efecto del glucagôn se — 
puede manifester en presencia de una concentraciôn de ciclo­
heximida capaz de inhibir por completo la sintesis de protei­
nas .
3.3.3.- Afinidad y nûmero dereceptores para glucagôn en 
hepatocitos preincubados previamente con gluca— 
gôn y cicloheximida.
Los hepatocitos se preinobaron en medio 199 a 37°C 
con C 4xlQ~® M  I o sin glucagôn, cicloheximida C 1 ^ g/ml ) o 
glucagôn mâs cicloheximida a las mismas conoentraciones durante 
6 horas. Al cabo de ese tiempo, las células se lavaron deter­
minândose la uniôn especifica de glucagôn a diferentes concen-
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traciones C 0,16-1000 ng/ml ) en KH tris, albûmina al 1%, pH 
7,4 a 20°C durante 30 minutos.
Los resultados presentados en la Fig.25 muestran una 
disminuciôn en la uniôn de glucagôn a hepatocitos preincubados 
con glucagôn ( 4x10 ® M ) que fue de aproximadamente un 35% a 
la concentraciôn mâs baja de glucagôn ( 0,16 ng/ml ) y que se 
mantiene a lo largo de todas las concentraciones ensayadas. - 
También fue menor la uniôn de glucagôn a hepatocitos preincu­
bados con cicloheximida y con glucagôn mâs cicloheximida. Ade- 
mâs la uniôn de glucagôn a células preincubadas con glucagôn mâs 
cicloheximida fue menor que en aquellas preincubadas con ciclo­
heximida solamente, siendo la diferencia de aproximadamente un 
35%, a la concentraciôn mâs baja de glucagôn.
Cuando los datos se representaron segûn Scatchard - 
C Fig.25, panel inferior ),se^obtuvieron 4 curvas muy simila- 
res. La afinidad fue muy semejante en todos los grupos, modi- 
ficândose el nûmero de sitios totales de la siguiente forma ;
- Q,2lO,Q4 pmoles/10^ células, en preincubadas en ausencia 
de glucagôn y cicloheximida,
- Q,128ÎQ,Q37 pmoles/10^ células en las preincubadas con 
glucagôn C 4x10*^ M 1 ,
— Q,llt.Q,01 pmoles/lQ^ células en Ihs preincubadas con ciclo­
heximida C 1 |ig/ml î y
— 0,057^0,012 pmoles/10^ células en las que se preincubaron 
con glucagôn y cicloheximida a las concentraciones anteriores.
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FIGURA 25.- UNION DE GLUCAGON A HEPATOCITOS PREINCUBADOS CON O
SIN GLUCAGON,CON CICLOHEXIMIDA, O CON GLUCAGON Y CICLOHEXIMIDA.
Los hepatocitos se preincubaron 6 horas en medio 199 a 37®C sin
(e #} o con glucagdn 4x10 (o— o) , con cicloheximida 1 yig/ml
(#— #) o cOn glpcagon mâs cicloheximida (P — a) y después de lava-
dos se incubaron a 20®C en KH tris albûmina al 1% pH 7,4 con mono 
125I-glucagdn (o,16 ng/ml)y diferentes cantidades de glucagôn - 
no marcado (0,3-1000 ng/ml), determinândose la uniôn especifica 
a los 30 min. de incubaciôn. Cada punto représenta la media de 4 
experimentos por duplicado.
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Como puede verse el nûmero total dé sitios fue de un 67% en cé­
lulas preincubadas con glucagôn con respeto a aquellas prein­
cubadas sin él y sin cicloheximida. Si comparâmes el nûmero - 
total de sitios de uniôn para glucagôn en aquellas células - 
preincubadas con cicloheximida y preincubadas con cicloheximida 
mâs glucagôn, se observa que en estas ûltimas es de un 52% con 
respecto a las primeras, es decir, que a pesar de haber inhi- 
bido por completo la sintesis de proteinas, el efecto de glu­
cagôn sobre sus propios receptores se manifiesta.
4.- NIVELES DE GLUCAGON,INSULINA Y GLUCEMIA EN RATAS CONTROLES 
Y TRATADAS.
Se determinaron los niveles de glucagôn e insulina en 
plasma de sangre tomada en vena porta por radioinmunoensayo, y 
los niveles de glucosa en plasma de sangre proveniente de la - 
vena cava inferior. Como puede observarse en la Tabla 5 los ni­
veles de glucagôn que bahan el higado son directamente propor- 
cionales a la cantidad de G—Z-P con que se inyectaron los ani­
males. Sin embargo, Ao se alteran los niveles de insulina con 
el tratamiento con G—Z-P. Como puede observarse la glucemia es 
muy similar en todos los grupos de animales.
TABLA 5.- NIVELES CIRCULANTES DE GLUCAGON,INSULINA Y GLUCEMIA 
EN RATAS CONTROLES Y TRATADAS CON 20,40 y 60 pG DE 
G-Z-P/lOO g; DE PESO. MEDIA+ERROR ESTANDAR N=10.
C T-20 T-40 T-60
Glucagôn(pg/ml,
en vena porta. 360+6 3 850+160 1200+400 2800+515
Insulina (^ jiU/ml 
en vena porta) 61+4 6 3+5 56+3 59+5
GlucosaCmg/100
ml en vena -
cava) 105+7 130+13 112+10 10 5+8
D I S C U S I O N
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Mecanismos de control para la concentraciôn de una 
determinada hormona han sido descritos en humanos y animales 
de experimentaciôn. Las hormonas por si mismas pueden produ- 
cir cambios en la concentraciôn de sus propios receptores - 
( regulaciôn homotrôpica ) o modificaciones en la poblaciôn 
de receptores para otras hormonas ( regulaciôn heterotrôpica). 
Regulaciôn de la concentraciôn de receptores por los niveles 
circulantes de la misma hormona han sido descritos para las 
catecolaminas, esteroides, glicoproteinas y hormonas polipep- 
tidicas.
Aunque las concentracionesde receptores para gluca­
gôn cambian en diferentes situaciones fisiopatolôgicas, el - 
papel que en ello juega el mismo es contradictorio. Ello cree-
I
mos debido, al menos en parte, a que todos los estudios se rea- 
lizaron "in vivo" y en esas circunstancias es dificil estable- 
cer una relaciôn causa-efecto entre la hormona y su receptor. 
Por esta razôn, nuestros estudios del efecto de glucagôn sobre 
sus receptores en higado los hicimos simultanéamente "in vivo" 
e "in vitro". De esta forma se puede determinar si los efectos 
de la hormona son directos o bien a través de las modificacio­
nes metabôlicas y hormonales que la misma pueda causar.
El primer problema que se plantea en el estudio de 
la interacciôn de una hormona con su reeptor, es la utiliza- 
ciôn del material biolôgico mâs adecuado y de que la obtenciôn 
del mismo se ha realizado en las condiciones idôneas. El mate-
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rial que utilizamos fue : membranas plasmâticas de higado y 
células aisladas por digestiôn con colagenasa.
Las membranas plasmâticas de higado constituyen el 
material biolôgico mâs utilizado en el estudio dela interac­
ciôn glucagôn-receptor, sin embargo es un material heterogé- 
neo en base a diverses propiedades, entre ellas su capacidad 
de unir y responder a glucagôn de forma diferente ( WISHER y 
EVANS, 1975 y CHANG y col.,1975 ). Por otro lado durante el 
proceso de purificaciôn de las membranas se pueden seleccionar, 
al menos en la ûltima fase del proceso de purificaciôn des­
cri to por Neville ( NEVILLE, 196 8 ), distintas subfracciones 
( POHL y col., 1971 ) y segûn Katz ( KATZ y col., 1978 ) el - 
sistema adenilato ciclasa sensible a epinefrina puede sufrir 
algunas alteraciones, de lo cual se desprende la necesidad de 
contrelar de forma adecuada el proceso de purificaciôn. Para 
ello determinâmes en cada una de las etapas definidas en el - 
proceso de purificaciôn ( ver Material y Mêtodos ) la canti­
dad total de proteina y la actividad 5'nucleotidasa como mar- 
cadora de la fracciôn de membranas plasmâticas(BENEDETTI y - 
EMMELOT, 1968 ). Con respecto a la actividad 5 'nucleotidasa - 
C Tabla 1 J, esta fue igual en el homogenado hepâtico inicial 
de todos los grupos de animales C ratas contrôles e Inyecta- 
das con 20, 40 y 60 jig . de G—Z—P/100 g de peso ) y el In­
dice de purificaciôn de dicho enzima al final del proceso fue 
de 9 veces en todos los grupos. La cantidad de protaina total 
obtenida en la fracciôn de membranas parcialmente purificadas
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( Tabla 1 ) fue de unos 12 mg a partir de 10 g de hi­
gado ( 2 g: de proteina ) en todos los grupos. Parece por
tanto que durante el proceso de purificaciôn se récupéra la 
misma cantidad de membranas en todos los grupos, y que las 
diferencias de actividad biolôgica y de uniôn de glucagôn a 
dichas membranas no pueden ser explicadas en base a un arte- 
facto creado por una selecciôn sistemâtica de una u otra sub- 
#racciôn de membranas en los animales contrôles o tratados - 
con G-Z-P. Por otra parte, y en comparaciôn de lo obtenido en 
las membranas de los animales contrôles C Tabla 2 ), la uniôn 
de glucagôn fue inversamente proporcional a las dosis de - 
G—Z-P inyectadas "in vivo" a los animales. Las diferenias ob- 
servadas con la fracciôn de membranas fueron igualmente ob­
servables con la fracciôn de 150Oxg e incluse en el homoge­
nado inicial, a pesar de la pequena cantidad de hormona unida 
en dicha fracciôn. Todo ello parece indicar que no existen di­
ferencias con las subfracciones de las membranas de los dife­
rentes grupos expérimentales, especialmente porque la uniôn 
de insulina a su receptor ( Fig.9 ) fue semejante en todos - 
los grupos, lo cual a su vez sugiere la especificidad del fe­
nômeno.
Ademâs, la obtenciôn de resultados semejantes con 
bepatoeitos aislados, descalifican las posibles crîticas a 
los dates' obtenidos con las membranas plasmâticas, aunque - 
las células aisladas no estân exentas de otros problèmes. - 
Desde la descripciôn detallada por Berry y Friend C BERRY y
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FRIEND, 1969 ) de la obtenciôn de hepatocitos tras la perfu- 
siôn del higado con colagenasa,este método, dadas sus venta- 
jas, ha sido generalmente utilizado. Sin embargo, en la frac­
ciôn cruda de colagenasa normalmente utilizada hay abundantes 
proteasas ( fîANDL y col. , 195 3 ) que colaboran en el proceso 
de digestiôn. Pero dado que se ha descrito que la actividad 
biolôgica de las hormonas es afectada por algunas proteasas - 
C KONG, 1969 ) ya que alteran sus receptores ( CUATRECASAS, - 
19 71 ) , podria pensarse que es to représenta un grave inconve?^ 
niente para los estudios de interacciôn de dichas células con 
las hormonas. Antes de que se describiera la utilizaciôn de la 
colagenasa para dispersar las células del tejido hepâtico, se 
utilizaron métodos mecânicos y sobre todo, métodos mecânicos - 
en presencia de agentes quelantes de calcio ( ANDERSON, 19 53) 
o potasio C P.APPAPORT y HOWZE, 1966 ) con lo que se evitan los 
inconvenientes antes resenados. No obstante, las células ais­
ladas con colagenasa retienen la sensibilidad a las hormonas — 
insulina, glucagôn y epinefrina C WAGLE e INGEBRETSEN, 1975 ) 
de una forma mâs eficaz que las células obtenidas por procedi- 
mientos mecânicos ( JOHSON y col., 1971 ) . Ademâs la ultraes- 
tructura de las células se mantiene perfectamente cuando se - 
aislan por digestiôn por colagenasa como mostramos en la Fig.3
En resumen parece claro que la utilizaciôn de las - 
membranas plasmâticas de higado y los hepatocitos obtenidos - 
por digestiôn con colagenasa representan el material adecuado 
para estudiar las interacciones de g]icagôn con su receptores.
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La vida media del glucagôn es aûn mâs corta que la 
de la insulina ( BERSON y col., 1957 y ASSAN, 1971 ) dado que 
el proceso de degradaciôn de glucagôn es muy râpido. Por tan­
to para lograr niveles constantes deglucagôn exôgeno en los 
animales de experimentaciôn se necesitaria inyectar esta hor­
mona con suma frecuencia o bien utilizer formas de glucagôn 
de acciôn prolongada, Obviamente, utilizamos la segunda posi- 
hilidad e inyectamos glucagôn en forma de suspensionés gluca­
gôn- zinc—pro tamin a ( G—Z—P ) que es la forma de glucagôn de - 
acciôn mâs prolongada C TRADING y col,, 1969 ). De esta forma, 
los niveles de glucagôn se elevaron gradualmente, sin cambios 
faruscos, manteniéndose elevados durante 8 horas, con lo que sus 
efectos metabôlicos se prolongan notablemente y se reducen al 
minimo sus efectos secundarios sobre otras hormonas o metabo- 
litos, Por tanto con inyecciones sucesivas de G-Z-P cada 8 h. 
se logrô una hiperglucagonemia crônica en nuestros animales. — 
La glucemia, los niveles de glucagôn y de insulina en el me­
mento de sacrificar los animales, a las 8 horas de la ûltima - 
inyecciôn de G-Z-P los hemos presentado en la Tabla 5, Como - 
puede observarse, la glucemia y los nivelas de insulina en la 
vena porta no se modificaron sensiblemente, sin embargo, los - 
valores de glucagôn se encontraron elevados proporcionalmente 
a las cantidades de G-Z-P inyectadas. Estos valores de gluca­
gôn enbvena porta fueron similares a los valores detectados en 
individuos normales tras la estimulaciôn de su secreciôn - 
( BLACKARD y col., 1974 y MARRE y col., 1979 )o a las concen-
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traciones que se alcanzan en determinados estados patolôgicos 
( ZENSER y col., 1974 y MALLISON y col., 1874 ).
Como hemos comentado anteriormente la unidn del glu— 
cagôn a su receptor en membranas plasmâticas o hepatocitos — 
aislados, fue menor en aquellos procédantes de animales en los 
que se hab£a inyectado la hormona, Esta diferencia con rela- 
ciôn a los datos de las ratas contrôles no es debida a una di­
ferencia en el tamano de las células procédantes de uno u otro 
grupo de animales, ya que estes son iguales: 2 4to,22 jm de did- 
metro en las procédantes de animales contrôles y 22,8tO,17 yum. 
las procédantes de animales inyectados con 40 ^g . de G-Z-P/ 
100 grs. de peso. For tanto, la elevaciôn crônica de los ni­
velas circulantes de glucagdn en la rata origina una disminu— 
ciôn de la unidn del mismo a sus receptores en los hepatocitos 
que son las células diana fundamentales para la exprèsiôn de 
la acciôn bioldgica del glucagdn,
Ademds dicha disminuciôn no parece debida a un efec— 
to inespecifico del glucagôn en relaciôn a sus efectos cata— 
bôlicos sobre el metabolismo proteico C MARLISS y col., 1972 ) 
ya que otras actividades, tal como la actividad 5'nucleotidasa 
présente en las membranas plasmâticas de hîgado permanece inal- 
terada en el curso de la hiperglucagonemia crônica. Sin embar­
go, con el fin de comprobarlo de una manera mâs fehaciente, se 
determinô la unidn de insulina a membranas hepâticas procédan­
tes de animales contrôles e inyectados con 40 jig de G-Z-P/ 
100 g". de peso, observândose en ambos grupos ( Fig.9 ) la -
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misma uni6n hormonal. Por tanto el efecto de glucagdn en el te- 
jido hepâtico es especîfico sobre su propio receptor y no - 
afecta otras funciones de la membrana.
La disminuciôn observada en la unidn de glucagôn a - 
membranas hepâticas y hepatocitos de animales hiperglucagoné- 
micos, con respecto a los contrôles, podrfa ser debida a una 
alteraciôn de sus receptores, bien en su nâmero o bien en su - 
afinidad, o ambas; a una alteraciôn del proceso de degradaciôn 
de la hormona y/0 el receptor. Para determinar la contribuciôn, 
de las distintas causas senaladas, al efecto observado fue ne- 
cesario realizar por seperado un estudio delproceso de degra- 
daciôn y de la afinidad y nûmero de los receptores para gluca- 
g6n.
La degradaciôn de glucagôn es un proceso muy râpido y 
a través de él podrfa obtenerse una respuesta puntual a la hor­
mona en los tejidos diana. El ôrgano que juega un papel mâs im­
portante en la degradaciôn de glucagôn es el hfgado ( ASSAN, - 
19 72 ), encontrândose el sistema degradativo localizado en la 
membrana plasmâtica del hepatocito ( POHL y col,, 1972 ). "In 
vitro" también se ha podido demostrar que la degradaciôn de - 
glucagôn es muy râpida tanto en membranas como en hepatocitos 
aislados, y puede ser responsable de la disminuciôn de la - 
uniôn de glucagôn a su receptor en concentraciones por debajo 
de las saturantes C DESBUQUOIS y col., 1974 ), de forma que la 
afinidad del glucagôn por su receptor aumenta cuando se utili- 
zan agentes capaces de inhibir su degradaciôn.
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Nuestros resultados indican ( Fig-6 ) que es un — 
proceso fuertemente dependiente de la temperatura, sin em­
bargo la degradaciôn, tanto en membranas como en hepatocitos 
procédantes de ratas contrôles e inyectadas con 40 jig: de
G—Z-P/100 g. de peso, fue igual. Esto nos sugiere que el 
proceso de degradaciôn del glucagôn no contribuye en absolute 
a las diferencias en la uniôn del mismo observadas entre ra­
tas contrôles e inyectadas con G-Z-P.
En membranas hepâticas, el receptor de glucagôn es 
inestable, ya que no se sintetiza pero si se dégrada, siendo 
un proceso dependiente de la temperatura. Por tanto, es nece- 
sario estudiar el proceso de degradaciôn del receptor en mem­
branas hepâticas procédantes de animales contrôles y animales 
hiperglucagonémicos para descartar que ello sea la causa de 
las diferencias observadas, o al menos parte de ellas, en la 
uniôn de glucagôn a su receptor. La degradaciôn del receptor 
en membranas resultô ser igual en las procédantes de animales 
contrôles e inyectados con 40 ^g de G-Z-P ( Fig.7 ).
La diferencia de uniôn deglucagôn a ratas hiperglu- 
cagonémicas con respecto a ratas contrôles es debida, por tan­
to, a una alteraciôn en la poblaciôn de sus ^receptores. Pa­
ra dilucidar si la alteraciôn es debida a un cambio en la afi­
nidad de la hormona por el receptor, a una disminuciôn en el 
nûmero de receptores o de ambos, llevamos a cabo un estudio 
cinético de la uniôn de glucagôn a su receptor en membranas
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hepâticas y hepatocitos.
La asociaciôn de glucagôn a sus receptores en mem­
branas hepâticas en relaciôn al tiempo de incubaciôn, sigue 
la misma dinâmica en contrôles y en procedentes de animales 
inyectados con 40 jig de G-Z-P/lOO g de peso ( Fig. 4 ), 
tanto a 10®C como a 20°C, alcanzândose la uniôn mâxima a las 
4 horas y 3 horas, respectivamente. En hepatocitos a 20°C la 
cinética de asociaciôn de glucagôn a su receptor fue igual 
también en ambos grupos de animales ( Fig.11 ). Sin embargo, 
a diferencia de lo observado con membranas, la uniôn mâxima 
se alcanzô en un tiempo mucho mâs corto, lo que creemos de- 
bido a la diferencia existante entre hepatocitos y membranas 
en cuanto a la cinética de disociaciôn del glucagôn de su - 
receptor.
La disociaciôn en membranas del glucagôn previamente 
unido a su receptor es muy lenta ( Fig,5 ), siendo igual en 
membranas contrôles y de animales inyectados con G-Z-P. La - 
baja disociaciôn del glucagôn en membranas es un hecho descri- 
to con anterioridad ( RODBELL y col., 1971 ), habiendo obser­
vado los mismos autores que aumenta con la adiciôn de EDTA, - 
lo que sugiere que el iôn calcio juega un cierto papel en el 
proceso de uniôn del glucagôn a su receptor, Sin embargo este 
bajo proceso de disociaciôn no se corresponde con la râpida 
desapariciôn del efecto de glucagôn cuando este es eliminado 
del medio ( EXTON y col., 1971 ), No obstante, el proceso de 
disociaciôn del glucagôn de su receptor en hepatocitos es mu-
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cho mâs râjâxdoC Fig. 12 ), lo que parece mâs adecuado a la 
realidad de la acciôn hormonal, siendo en ambos casos, es - 
decir, para células procedentes de animales contrôles e in— 
yectados con 40 ^g de G—Z—P/100 g ^  de peso. Las diferen­
cias observadas en el proceso de disociaciôn en membranas y 
hepatocitos pueden ser debidas al papel que en el proceso - 
de uniôn de glucagôn a su receptor juegan los nucleôtidos — 
de guanina C RODBELL y col., 1971, HAMMES y RODBELL, 1976 y 
WELTON y col., 1977 ). Otro aspecto interesanté que es nece— 
sario resaltar en el proceso de disociaciôn es el hecho de 
que para insulina se ha descrito la existencia de cooperati— 
vidad negative en la uniôn de la hormona al receptor ( De - 
MEYTS y col., 19 76 y De MEYTS y col., 19 73 ). Lo cual se po­
ne de manifiesto durante el proceso de disociaciôn, ya que 
en presencia de altas concentraciones de hormona el proceso 
de disociaciôn se acelera. Sin embargo , dicho fenômeno de coo- 
peratividad negative no se ha podido poner de manifiesto pa­
ra glucagôn ( SONNE y GLIEMANN., 19 77 ). En nuestro caso la - 
disociaciôn en membranas fue igual en ausencia o presencia de 
glucagôn, y ello a pesar de que la concentraciôn de glucagôn 
empleada fue de 1 jig .,/ml, que es la mâs efectiva en el caso 
de la insulina, y las temperatures empleadas de 10®y 20°C que 
en el caso de la insulina son también de gran efectividad - 
C De MEYTS y col., 1976
En hepatocitos aislados ( Fig. 12 ) la disociaciôn 
en ausencia o presencia de glucagôn no difiere significative-
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mente tanto en los contrôles como en los procedentes de ani­
males inyectados con 40 jag de G-Z—P/100 g de peso. Por 
tanto, nuestros resultados son coïncidentes con los anterior­
mente resenados en el sentido de que para glucagôn no existe 
cooperatividad negativa.
Los câlculos de afinidad del glucagôn por su recep­
tor y del nûmero total de receptores los hicimos a partir del 
estudio de la asociaciôn de glucagôn a su receptor en el equi- 
librio y con diferentes concentraciones de glucagôn, repre- 
sentando los datos asf obtenidos segûn Scatchard ( SCATCHARD 
19 49 ) . De acuerdo con ello, la uniôn de glucagôn a membranas 
de animales contrôles fue superior a la uniôn a las de anima­
les inyectados con 20, 40 y 60 ^g de G-Z-P/lOO g de pe­
so, en todas las concentraciones de la hormona ensayadas ( Fig 
8 ). Cuando se representaron segûn Scatchard dichos datos se 
obtuvieron curvas côncavas paralelas todas ellas, lo que su­
giere que no existen cambios en la afinidad de la hormona por 
el receptor en membranas de ratas contrôles y tratadas con - 
G-Z-P. Hallazgos semejantes se obtuvieron con los hepatocti- 
tos C Fig. 14 ), siendo la uniôn de glucagôn a hepatocitos - 
contrôles superior en todas las concentraciones de la hormona 
ensayadas, que la obtenida en hepatocitos procedentes de ra­
tas inyectadas con 40 g^. de G-Z-P/lOO g de peso. Cuando 
se representaron los datos de uniôn de glucagôn a hepatocitos 
segûn Scatchard, se obtuvieron dos curvas paralelas y côncavas 
semejantes a las obtenidas con membranas. Por tanto, no parece
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haber cambios en la afinidad de la hormona por el receptor 
en células, al igual que ocurre en membranas.
La interpretaciôn de este tipo de curvas côncavas 
obtenidas al hacer la representaciôn de Scatchard, es dificil 
y problemâtica. Evidencia una heterogeneidad en la uniôn de 
la hormona al receptor, heterogeneidad puesta de manifiesto 
anteriormente en membranas hepâticas y hepatocitos C RODBELL 
y col., 1971, SHLATZ y MARINETTI, 19 72 y FREYCHET y col.,
1974 î. Sin embargo, la heterogeneidad no es debida a que los 
receptores presenten cooperatividad negativa como en el caso 
de la insulina, ya que como hemos comentado anteriormente el 
receptor de glucagôn no manifiesta dicha cooperatividad nega­
tiva. Por tanto, la heterogeneidad manifestada por glucagôn 
en su uniôn al receptor podrfa ser debida a que hubiera hete— 
rogeneidad en el receptor, bien porque haya mâs de un tipo - 
de receptor o bien porque un mismo receptor pueda comportarse 
de manera diferente en funciôn de sus circunstancias ambien- 
tales, o bien porque haya heterogeneidad en la hormona. En 
cuanto a la hormona parece dificil que pudiera explicar la - 
heterogeneidad observada, a pesar de que algunos autores - 
C LIN y col., 1976 )han demostrado que a pH fisiolôgico un - 
15% del resto tirosina iodado de glucagôn estâ ionizado, y 
que segûn ellos esta forma de glucagôn tendrfa una afinidad 
menor por el receptor que la forma no ionizada. Sin embargo, 
es dificil que esto pueda explicar la'hatserogeneidad - observa­
da ya que a un pH en que prâcticamente nada estâ ionizado -
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muestra la misma heterogeneidad en la interacciôn con el re­
ceptor ( SONNE y col., 19 78 ). Otra posibilidad serfa que el 
comportamiento de la hormona iodada fuera diferente al de la 
hormona sin iodar, sin embargo, esto no podrfa explicar una 
diferencia cualitativa, sino solo cuantitativa. La heteroge­
neidad observada en la uniôn de glucagôn a su receptor se - 
debe, por tanto, a una heterogeneidad del mismo receptor, bien 
porque haya mâs de un receptor o bien porque el mismo receptor 
se pueda comportar de distinta forma en funciôn de sus circuns­
tancias. Ello ademâs viene avalado, aunque de una forma indi- 
recta, por el hecho de que al disociar la membrana con deter- 
gentes no iônicos se encuentran mâs de un componente de la mis­
ma capaz de unir glucagôn C GIORGIO y col., 1974, LEVEY y col., 
1974, BREGÎÎAN y LEVY, 1977 y WELTON y col., 1977 ). Aceptan- 
do esta interpretaciôn de la existencia de dos receptores po- 
demos calculer las dos afinidades correspondientes a los re— 
ceptores de alta afinidad y pequeho nûmero y la correspondien- 
te a los de baja afinidad y alto nûmero. Si asl lo hacemos, - 
los valores de las constantes de afinidad en las membranas son 
de 5xlQ^ M  ^y 3,6x10^ y en los hepatocitos 0,62x10^ y
0,55x10^ M siendo iguales para los hepatocitos y membranas 
procedentes de animales contrôles e inyectados con G—Z—P. Como 
vemos, a una misma temperatura de 20®C, la afinidad de la hor­
mona por el receptor es mayor en membranas que en hepatocitos, 
lo que creemos es debido a la menor disociaciôn de las hormonas 
en membranas con respecto a las cêlulas. El nûmero de recepto-
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res totales para glucagôn en membranas fue de 0,95, 0,71, - 
0,59 y 0,4 pmoles/mg . de protefna en las procedentes de 
animales contrôles y tratados con 20, 40 y^ 60 g^; de -
G-Z-P/lOO g. de peso, respectivamente. El nûmero de sitios 
correspondientes a los receptores de alta afinidad fue de — 
aproximadamente un 15% del total de sitios de uniôn para glu­
cagôn. Para los hepatocitos, el nûmero de sitios totales fue 
de 0,2 pmoles/10^ células y 0,137 pmoles/10^ cêlulas en los 
procedentes de animales contrôles y tratados con 40 yig de
G-Z-P, respectivamente, y de 0,023 y 0,014 3 pmoles/10^ célu— 
las respectivamente, los correspondientes a los receptores 
de alta afinidad.
Muchas hormonas llevan a cabo sus efectos metabô- 
licos en los tejidos diana a través de. la regulaciôn que ejer- 
cen de la actividad adenilato ciclasa en los mismos, de tal 
forma que alteran los.niveles intracelulares de AMPc y este 
actûa como segundo mensajero de las mismas en el interior - 
de las células C ROBISON y col., 1969 ], El glucagôn actûa a 
través de la adenilato ciclasa C EXTON y col., 1971 ) y su - 
acciôn sobre la misma ha sido ampliamente caracterizada por el 
grupo de Rodbell en adipocitos y membranas hepâticas obteni­
das segûn el procedimiento de Neville C BIRNBAÜMER y RODBELL, 
1969, RODBELL y col., 1970, POHL y col., 1969, POHL y col., - 
1971 y RODBELL y col., 1971 ),
Para determinar si la alteraciôn en el nûmero de re­
ceptores para glucagôn altera la sensibilidad de la célula he-
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pâtica al mismo, determinamos, por tanto,la actividad adeni­
lato ciclasa tanto en células como en membranas. Ello es in­
dispensable ya que como veremos mâs adelante, los resultados 
de los distintog, autores son contradictorios y algunos han su- 
gerido que un pequeho nûmero de los receptores para glucagôn 
existantes son suficientes para obtener una activaciôn mâxi­
ma de la adenilato ciclasa ( BIRNBAÜMER y POHL., 1973 y RO- 
SSELIN y col., 1974 ). Determinamos la actividad adenilato ci­
clasa en membranas y hepatocitos en presenciâ de teofilina 
(_ BUTCHER y SUTHERLAND, 196 2 ) que inhibe, aunque no total- 
mente, la actividad fosfodiesterasa que dégrada el AMPc y - 
estâ présente en membranas y células hepâticas ( SUTHERLAND 
y RALL, 195 8 ). La estimulaciôn por glucagôn de la actividad 
adenilato ciclasa en células procedentes de animales contrô­
les fue mayor que en células procedentes de ratas inyectadas 
con 40 ^g de G-Z-P/lOO g de peso ( Fig.15 ), como co­
rresponde a un mayor nûmero de receptores para glucagôn en las 
primeras. Ademâs la diferencia fue de la misma magnitud que - 
la diferencia observada en la uniôn de glucagôn a su receptor. 
Sin embargo, dicha diferencia no solo podrfa ser debida a la 
diferencia observada en la uniôn de glucagôn, sino también a 
una diferencia en la actividad por sf de la adenilato ciclasa 
en unas y otras cêlulas o a diferentes condiciones en el in­
terior de unas y otras, como pudiera ser por ejemplo una dis­
tinta disponibilidad del sustrato del enzima.Sin embargo, es­
ta ûltima posibilidad no parece posible, ya que esa misma di­
ferencia se observô en Las membranas ( Fig.10 ), que durante
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el ensayo estân en las mismas condiciones con independencia 
de su origen. Cuando se estimulô en membranas la actividad 
adenilato ciclasa con NaF ( BIRNBAÜMER y col., 19 71 ), la - 
respuesta fue igual en las procedentes de animales contrôles 
y en las procedentes de animales inyectados con 40 pg; de 
G-Z-P/lOO g de peso. Esto unido a que la actividad basai 
es igual en ambos grupos sugiere quela actividad adenilato 
ciclasa por si no estâ modificada en los animales tratados.
Podrfa pensarse también que la disminuciôn de la 
actividad adenilato ciclasa en membranasy hepatocitos de - 
ratas hiperglucagonémicas con respecto a los procedentes de 
ratas contrôles podrfa deberse a una falta de acoplamiento o 
a un acoplamiento defectuoso entre el complejo hormona-recep­
tor y la adenilato ciclasa. Esta posibilidad nos parece menos 
probable dado que las curvas de respuesta de.là adenilato ci­
clasa frente a la concentraciôn de glucagôn en membranas y he­
patocitos fue igual en ambos grupos. Si calculamos la concen­
traciôn de glucagôn capaz de producir un 50% de la estimula-.
ciôn mâxima de la adenilato ciclasa observâmes que es igual
—9 —9para ambos grupos, siendo de 3x10 M en membranas y 2x10 M
en células. Ademâs, la respuesta de la adenilato ciclasa a L-
adrenalina es igual en células contrôles y preincubadas con
glucagôn.
Uno de los efectos biolÔgicos mâs sobresalientes 
de glucagôn sobre los hepatocitos es la estimulaciôn de la pro- 
ducciôn de glucosa, bien oor neoglucogénesis o glicogenolisis.
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Con objeto de evaluar si la reducciôn en el nûmero de recep­
tores y en la actividad adenilato ciclasa por glucagôn en - 
las ratas tratadas con esta hormona ténia su exprèsiôn en la 
producciôn de glucosa, estudiamos esta a partir de alanina - 
C 10 itiM ) en hepatocitos contrôles y procedentes de animales 
tratados con 40 jig: de G-Z-P/100 g; de peso. La produc­
ciôn de glucosa estimulada por glucagôn ( 5,5x10  ^M ) en - 
hepatocitos contrôles fue de forma estadisticamente signifi- 
cativa mayor que en los procedentes de ratas inyectadas con 
G—Z—P a partir de la primera hora de incubaciôn. Esta dife­
rencia podrfa ser debida a una menorrespuesta de los hepato­
citos de ratas tratadas con G-Z-P, dado que los niveles intra­
celulares de AMPc alcanzados en respuesta al glucagôn son me- 
nores o bien podrfa ser debida a diferencias en la situaciôn 
metabôlica de unas u otras células. Por otra parte, no siem— 
pre es necesaria una mâxima respuesta de la adenilato cicla­
sa para alcanzar la mâxima respuesta de otra actividad meta­
bôlica regulada por los niveles intracelulares de AMPc (MOY- 
LEY y col., 1978 ). Para descartar esta ûltima posibilidad, 
estudiamos la producciôn de glucosa en los hepatocitos de ra­
tas tratadas y contrôles con AMPc C 0,8 mM ). Los resultados 
obtenidos C Tabla 4 ) indican que la menor producciôn de glu­
cosa por estos hepatocitos es debido a una menor producciôn 
de AMPc endôgeno en respuesta al glucagôn.
Nuestros resultados son consistantes con la idea de 
que niveles elevados de glucagôn inducen una disminuciôn en -
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el nûmero de receptores para esta hormona en los hepatocitos, 
lo que da lugar a una "resistencia" de estos a la acciôn de 
la hormona. Esta correspondencia en nuestros resultados con­
trasta con las descripciones contradictorias que sobre este 
tema existen en la literatura cientîfica. Durante el ayuno - 
los niveles circulantes de glûcagôn se elevan ( AGUILAP.-PARA— 
DA y col., 1969 ) lo cual ha sido relacionado ( FOUCHEREAü - 
PERON y col., 1976 ) con una disminuciôn en el nûmero de re­
ceptores para glucagôn que se corresponde con una reducciôn 
en la actividad de la adenilato ciclasa estimulada por gluca­
gôn. Sin embargo, se requiere una concentraciôn de glucagôn 
4 veces superior en los hepatocitos de ratas ayunadas para - 
lograr una estimulaciôn de la adenilato ciclasa 50% de la - 
estimulaciôn mâxima con respecto a la concentraciôn necesaria 
para lograr lo mismo en hepatocitos de ratas comidas. Otros 
autores ( SRIKANT y col., 1977 ) observaron una disminuciôn 
del nûmero de receptores para glucagôn en membranas hepâticas 
de ratas que habian ayunado durante 6 dîas, sin embargo, la 
estimulaciôn de la actividad adenilato ciclasa por glucagôn 
fue igual que en los contrôles. Los mismos autores estudiaron 
el efecto que poseen distintos grados de hiperglucagonemia - 
sobre las interacciones hormona—receptor encontrando que la 
disminuciôn del nûmero de reœjJlores observada no se correspon- 
dfa con el grado de hiperglucagonemia, siendo la disminuciôn 
mâxima en el caso de los animales ayunados y no resultando - 
afectada en ningûn caso la actividad adenilâto ciclasa estimu-
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lada por glucagôn. De todo ello parece deducirse que el ayuno 
no es la situaciôn mâs adecuada para estudiar el efecto de - 
glucagôn sobre sus propios receptores, ya que dicho efecto - 
puede estar enmascarado por los cambios metabôlicos a los - 
que se encuentran sometidos estos animales.
La diabetes es una situaciôn patdôgica que frecuente— 
mente cursa con hiperglucagonemia C MULLER y col., 1971 ), y 
en ella podrfan en principio, estudiarse los efectos de gluca­
gôn sobre su propio receptor. No obstante, los resultados son 
contradictorios. Segûn algunos autores la diabetes no tendrfa 
efecto alguno sobre la uniôn de glucagôn a su receptor ( DAVID­
SON y KAPLAN, 19 77 y Le MARCHAND y col., 19 76 ) y la actividad 
adenilato ciclasa estâ incrementada en respuesta a glucagôn —
C HEPP, 1972 ) con respecto a lo encontrado en ratas contrôles, 
mientras que la respuesta a NaF es semejante en ambos grupos - 
de animales . Pilkis y col. ( PILKIS y col., 1974 ) encontraron 
que no existen diferencias en cuanto a la estimulaciôn mâxima 
de la adenilato ciclasa por glucagôn, pero se requerîa una ma­
yor concentraciôn de la hormona para estimular un 50% la acti­
vidad enzimâtica en ratas diabéticas que en contrôles, y que la 
actividad fosfodiesterasa estaba disminuida en las diabêticas.
Otros autores sf han encontrado alteraciones en la 
uniôn de glucagôn a su receptor en el tejido hepâtico de ratas 
diabêticas, aunque sus resultados puedan aparecer como contra— 
dictorios. Srikant y col. ( SRIKANT y col., 1977 ) encontraron
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una disminuciôn en el nûmerq de receptores para glucagôn en mem­
branas plasmâticas de hfgado , al igual que Bhathena y col - 
( BHATHENA y col., 19 78 ) lo encontraron en hepatocitos de ra­
tas diabêticas. Sin embargo, otros autores ( SOMAN y FELIG, - 
19 78 ) han descrito un aumento muy marcado ( 95% ) en el nûme­
ro de receptores para glucagôn en membranas plasmâticas de hf­
gado de ratas diabêticas. Con respecto a la actividad adenila­
to ciclasa estimulada por glucagôn ( SRIKANT y col., 1977 ) - 
otro grupo de autores no detectaron ninguna alteraciôn a pesar 
de la disminuciôn en un 40% en el nûmero de receptores para glu­
cagôn, aunque estos autores no dan dato alguno sobre el proce­
so de purificaciôn de las membranas. Bathena y col C BATHENA y 
col. , J.978 1 han descrito que la respuesta de la adenilato ci­
clasa a glucagôn es nula en los hepatocitos de ratas diabêticas, 
a pesar de que el nûmero de receptores para glucagôn solo dismi- 
nuyô un 40% en ratas diabêticas, por ûltimo Soman y Felig - 
C SOMAN y FELIG, 1978 I han encontrado un incremento de la acti­
vidad adenilato ciclasa estimulada por glucagôn en las membra­
nas de ratas diabêticas en correspondencia con el aumento en — 
el nûmero de receptores para el mismo enccn trado. Estas discre— 
pancias parecen indicar que los animales diabêticos no son los 
idôneos para estudiar las interredaciones entre hiperglucagone­
mia, receptores y adenilato ciclasa. Por otra parte esas discre­
pancies podrfan ser mejor comprendidas a la luz de la diferente 
composiciôn de las membranas hepâticas de ratas diabêticas fren­
te a las membranas de contrôles C CHANDRAMOULI y CARTER, 19 75 y
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DAVIDSON y KAPLAN, 1977 ) y taunbién en la observaciôn de que - 
el grado de hiperglucagonemia y alteracioius metabôlicas en los 
animales diabêticos varfan de unos estudios a otros, lo que nos 
sugiere que las diferencias en la situaciôn metabôlica de los 
animales puede contribuir a las diferencias observadas entre - 
unos y otros autores.
Otro modelo experimental utilizado para estudiar las 
relaciones entre niveles circulantes de glucagôn y sus recep­
tores ha sido descrito por Soman y Felig ( SOMAN y FELIG, 19 77) 
en ratas nefrectomizadas. Estos autores encontraron un aumento 
de un 100% en el nûmero de receptores para glucagôn, con el au­
mento correspondiente en la actividad adenilato cilasa estimula­
da por dicha hormona y una disminuciôn en la concentraciôn de 
receptores para insulina. En dichas ratas los niveles de insu­
lina y glucagôn inmunoréactive circulante se encuentran ele- 
vados, lo que podrfa sugerir que la hiperglucagonemia induci- 
rta un aumento en el nûmero de receptores de glucagôn, al - 
igual que ocurre con la prolactina ( POSNER y col., 1975 ).No 
obstante, y a pesar de que algunos autores han encontrado un - 
ligero aumento en la fracciôn de glucagôn de pœo molecuiaa: 3500 
en las ratas nefrectomizadas C EMMANOUEL y col., 1876 ) parece 
ser que la fracciôn molecular de glucagôn causante de la hiper­
glucagonemia es la de peso molecular 9000 ( KUKU y col.,1976 y 
VALVERDE y col., 1976 ) como consecuaicia de una falta de degra­
daciôn de esta forma inmunoreactiva por el rihôn ( LEFEBVRE y 
LÜYCKX, 1975 ). Bajo un punto de vista biolôgico la fracciôn -
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de glucagôn de peso molecular 9000 es inactive C RIGOPOULOU y 
col. , 19 70 ) ya que es incapaz de unirse al receptor de gluca­
gôn C SRIKANT y col., 1977a).
Hiperglucagonemias expérimentales se han obtenido 
por infusiôn continuada de glucagôn exôgeno, pero de nuevo - 
los resultados obtenidos son discrepantes. Srikant y col. —
( SRIKANT y col., 1977 ) observaron una disminuciôn en el nûmero 
de receptores para glucagôn en ratas inyectadas con 0,5 mgrs. 
de glucagôn cristalino cada 12 horas, sin embargo, ello no se 
corresponde con una disminuciôn en la actividad adenilato ci­
clasa estimulada por glucagôn. El problema mâs importante plan- 
teado por este trabajo es que, dado que la vida"media del gluca­
gôn es muy corta, al inyectar glucagôn cristalino cada 12 horas 
probablemente estemos mâs ante una situaciôn de hiperglucago­
nemia aguda cada 12 horas que ante una hiperglucagonemia crô­
nica, con todos los efectos secundarios que ello puede acarrear 
Bhathena y col., C BHATHENA y ol., 1978 ) han encontrado una 
disminciôn de un 30% en el nûmero de receptores para glucagôn 
en hepatocitos de ratas inyectadas con esta hormona, pero dicha 
disminuciôn no se corresponde con la reducciôn ( 70% ) en la - 
actividad de la adenilato ciclasa estimulada por glucagôn. Tam- 
biên en este caso es criticable el no haber empleado una forma 
adecuada de glucagôn de larga duraciôn. Soman y Felig C SOMAN y 
FELIG., 1978 ) logran la hiperglucagonemia por infusiôn conti­
nua de glucagôn. A las 5 horas observan una disminuciôn de un - 
45% en el nûmero de receptores para glucagôn y de la actividad
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adenilato ciclasa estimulada por glucagôn en las membranas y 
ademâs no observan cambios en la uniôn de insulina u hormona 
del crecimiento humana en las mismas membranas.
Mahmood y col. ( MAHMOOD y col., 19 78 ) con formas 
de glucagôn de actividad prolongada no observan disminuciôn en 
el nûmero de receptores para glucagôn en ratas normales, ob- 
servando un aumento en la actividad adeniüato ciclasa estimula­
da por glucagôn y no por NaF, Sin embargo, sf observaron una - 
disminuciôn en el nûmero de receptores para glucagôn en ratas - 
obesas ( Zucker ), pero no se corresponde con una disminuciôn 
en la actividad adenilato ciclasa estimulada por glucagôn, que 
se encontraba aumentada.
De nuevo, todas estas discrepancias quizâ podrfan de­
berse a la concurrencia de otros factores metabôlicos o endocri­
nes capaces de enmascarar el efecto del glucagôn sobre sus pro­
pios receptores. De la acciôn de dichos factores hay ejemplos - 
ya en la literatura cientîfica para el caso concrete de gluca­
gôn y otras hormonas. En adipocitos y membranas de tejido adi­
pose de ratas adultas se observa una disminuciôn en el nûmero - 
de receptores para glucagôn C LIVINGSTON y col., 1974 ) con - 
respecto a lo obtenido en animales jôvenes. Ademâs esto se acom- 
paüa de cambios en la actividad lipolîtica y activaciôn de la 
adenilato ciclasa C COOPER y GREGERMAN, 1976 ). Sin embargo, en 
hfgado no se observaron cambios C LOCKVfOOD y EAST, 1978 ) . El 
hipertiroidismo cursa con un aumento del nûmero de receptores - 
para glucagôn y su actividad lipolîtica en adipocitos C MADSEN
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y SONNE, 1976 ). Los estrôgenos en ratas hembras afectan la res­
puesta de la adenilato ciclasa a glucagôn en hfgado ( WEINSTEIÎf 
y col., 1979 ).
De lo anteriormente descrito se deduce que los estu­
dios "in vivo" dificilmente pueden indicar un efecto directo - 
del glucagôn sobre sus componentes receptor y efector. Esta fue 
la razôn fundamental que nos llevô al desarrollo de un diseho - 
experimental en el que los hepatocitos previamente aislados se 
incuban "in vitro" durante determinados perfodosde^^tiempo, en - 
presencia de la hormona u otro agente que se sospeche pueda po- 
seer un efecto modificador sobre la concentraciôn de receptores 
Cuando estos estudios los realizamos en presencia de glucagôn - 
( 4x10 ® M ) observâmes una disminuciôn en la uniôn de glucagôn 
a su receptor C_ Fig. 16 ) , que fue detectable a partir de las 4 
horas de incubaciôn. Dicha disminuciôn aumentô con el tiempo.En 
cambio con los hepatocitos incubados sin la hormona apreciamos 
un ligero aumento en la uniôn de glucagôn, lo que sugerirfa que 
al haber una falta compléta de glucagôn su nûmero de receptores 
tenderfa a aumentar. Ello servirfa de confirmaciôn a los resul­
tados antes obtenidos en presencia de la hormona. Sin embargo, 
esto no es asf ya que el nûmero de receptores a tiempo cero y a 
las 6 horas de incubaciôn es el mismo.
Utilizêuido este sistema experimental hemos obtenido - 
la suficiente informaciôn para afirmar que la disminuciôn de - 
receptores de glucagôn es dependiente de la concentraciôn de la
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hormona empleada.
La disminuciôn no parece que pueda explicarse por -
una alteraciôn en la capacidad de degradar glucagôn por parte
de las células preincubadas con este ( 4x10  ^M ) con respecto
a las preincubadas en su ausencia, ya que ambos grupos de cé-
125lulas degradan mono I-glucagôn en la misma medida (Fig.18). 
Asimismo por los estudios de uniôn de glucagôn a células con 
diferentes concentraciones de la hormona, se deduce que la afi­
nidad no ha sufrido ninguna variaciôn en ambos grupos celula- 
res y que el nûmero de receptores para glucagôn disminuye pro- 
porcionalmente con la cantidad de hormona con la que fueron - 
preincubadas las células ( Fig.17 y 20 ). Cuando los datos asf 
obtenidos se representaron segûn Scatchard C Fig. 20 panel in­
ferior ) se obtuvieron dos curvas côncavas y paralelas, en 
las que calculamos las dos constantes de afinidad y los nûmeros 
de sitios totales y de alta afinidad. La constante de alta — 
afinidad fue de 0,75x10^ M  ^y la de baja afinidad de 0,9x10®
M siendo igual en células preincubadas o no con glucagôn. - 
El nûmero de sitios totales fue de 0,2 pmoles/10® cêlulas para 
las preincubadas en ausencia de glucagôn y 0,128 pmoles/10® 
cêlulas en las preincubadas con glucagôn, siendo de aproximada— 
mente un 15% el nûmero de sitios de alta afinidad en ambos ca­
sos .
Al igual que ocurre con las ratas tratadas "in vivo" 
con G—Z—P, con nuestro sistema "in vitro" obtuvimos una menor 
activaciôn de la adenilato ciclasa por glucagôn, en las cêlulas
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que habfan sido preincubadas con la hormona ( Fig.21 ). Esta 
menor activaciôn del enzima fue proporcional a la reducciôn en 
el nûmero de receptores. Por otra parte, la respuesta mâxima 
y 50% de la mâxima se consiguiô con las mismas concentraciones 
de hormona, tanto en células preinctbadas en presencia o ausen­
cia de glucagôn. Ello sugiere que la adenilato ciclasa no se - 
modifica por si. En apoyo de ello se encuentra el hecho de que 
la respuesta a L-adrenalina de la adenilato ciclasa es igual 
en las células que se preincubaron en presencia de glucagôn - 
que las que se preincubaron en su ausencia ( Fig.22 ), lo que 
sugiere que la actividad del enzima no estâ alterada ni tampo- 
co su capacidad de responder a un complejo hormona-receptor - 
como es el formado por la L-adrenalina y su receptor.
Por otro lado, dicho efecto del glucagôn sobre su - 
receptor en células preincubadas en su presencia es especifico, 
ya que cuando se determinô la uniôn de insulina a células pre­
incubadas o no con glucagôn durante 6 horas resuLtô ser igual 
en ambos C Fig,19. 1.
De todo ello se desprende que el efecto de glucagôn 
sobre sus receptores en hepatocitos aislados, cuando estos se 
incuban durante tiempos largos en presencia de la hormona, es 
el mismo que cuando se inyecta glucagôn a los animales de ex- 
perimentaciôn en forma crônica. Esto sugiere que el efecto de 
glucagôn sobre sus receptores es directo y disipa las posibles 
dudas originadas por la existencia de datos contradictorios en 
la literatura cientîfica sobre el efecto. r&gulador del glucagôn
161.
sobre sus receptores en hepatocitos.
Las proteinas de la membrana, al igual que el resto 
de las proteinas celulares, estân en equilibrio dinâmico en - 
funciôn de sus tasas de sintesis y degradaciôn ( SCHIMKE, 1975) 
siendo su vida media muy variable y, lo que es mâs importante 
en nuestro caso, dichas tasas de sintesis y degradaciôn pueden 
modificarse en distintos estados fisiolôgicos y originar cam­
bios en la concentraciôn de las proteinas afectadas ( SCHIMKE,
19 75 ). Con objeto de determinar cual de estas dos posibilida- 
des era responsable del efecto del glucagôn sobre sus propios 
receptores, estudiamos dicho efecto en células aisladas en pre­
sencia de un inhibidor de la sintesis de proteinas como es la 
cicloheximida. Con ello se puede discriminer entre el efecto - 
que el glucagôn pueda ejercer sobre la tasa de sintesis de su 
receptor y sobre la tasa de degradaciôn.
La cicloheximida a una concentraciôn de 1 jig /ml - 
fue capaz de inhibir por completo la sintesis de proteinas - 
( Fig.23 ) y estudiamos el efecto de glucagôn sobre la uniôn 
del,mismo a su receptor en células incubadas en presencia de 
cicloheximida a esa concentraciôn. Se pudo observer que el - 
glucagôn disminuia la uniôn de él mismo a su receptor incluso 
en presencia de una inhibiciôn total de la sintesis de protei­
nas C Fig.24 ) y que el efecto se ejercia, al igual que vimos 
anteriormente sobre el nûmero de sus receptores ( Fig.2 5 ). - 
Por tanto ante una inhibiciôn de la sintesis de proteinas el 
glucagôn es capaz de ejercer su acciôn sobre sus propios recep-
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tores en hepatocitos incubados durainte tÂenços largos, a dife­
rencia de lo observado por otros autores en el efecto de insu­
lina y hormona de crecimiento sobre sus receptores en monoci- 
tos humanos cultivados. En estos casos sehalados, la sintesis 
de proteinas previa era necesaria para que ambas hormonas pu- 
dieran ejercer sus efectos C GAVIN III y col., 19 74 y LESNIAK 
y col., 19 73 ). Ademâs el efecto de glucagôn sobre sus recep­
tores en presencia y ausencia de cicloheximida es semejante,- 
cuando se comparan con las células incubadas en ausencia de - 
glucagôn y cicloheximida en el primer caso y en ausencia de - 
glucagôn, pero presencia de cicloheximida en el segundo. Es­
to nos sugiere que el efecto del glucagôn es sobre la degra­
daciôn del receptor y no sobre su sintesis. De esta forma el 
efecto es mâs râpido y coincidente con los resultados que los 
autores antes indicados obtuvieron con insulina y hormona del 
crecimiento en monocitos humanos cultivados.
c o N c L u s I o N E s
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1.- La elevaciôn crônica de los niveles de glucagôn circu­
lante en la rata provocan una disminuciôn en la uniôn de glu­
cagôn a membranas hepâticas. Esta disminuciôn es directamente 
proporcional a las concentraciones de glucagôn circulantes.
2.- El efecto observado del glucagôn sobre sus receptores 
es especîfico, ya que la actividad del enzima 5'nucleotidasa
no se altera, ni tampoco la uniôn de insulina a membranas hepâ­
ticas donde se detectaron los cambios de uniôn de glucagôn.
3.- La disminuciôn de la uniôn de glucagôn a membranas he­
pâticas de ratas hiperalucagonémicas es debida a una disminuciôn 
en el nûmero de receptores para esta hormona, ya que el proceso 
de asociaciôn y disociaciôn del alucagôn es semjante en las mem­
branas de ratas contrôles y tratadas. En cambio, las constantes 
de afinidad fueron iguales en todos los grupos estudiados. La - 
degradaciôn de la hormona y del receptor durante los perîodos
de incubaciôn utilizados no contribuyen en absoluto a las dife­
rencias observadas en la uniôn de glucagôr> y a que ambos procesos 
son iguales en membranas hepâticas de animales contrôles e hi­
perglucagonémicos .
4.- Resultados semejantes se obtuvieron con hepatocitos ais­
lados de ratas contrôles e hiperglucagonémicas. Es decir, ob­
servâmes una disminuciôn en la uniôn de glucagôn a hepatocitos 
de ratas hiperglucagonémicas crue se debe a una reducciôn en el -
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nûmero de receptores por célula y no a cambios de afinidad, - 
asociaciôn, disociacidn o degradaciôn del glucagôn. El tamano 
de les hepatocitos fiie igual en ambos grupos de animales y por 
tanto la disminucidn en el nûmero de receptores para glucagôn 
por célula no estuvo relacionado con cambios en las dimensiones 
de la superficie celular. La disociacidn de la hormona desde — 
los hepatocitos fue mucho mâs râpida que en membranas, lo que 
puede ser un indice del efecto de los nucleôtidos de guanina so­
bre el proceso de unidn del glucagôn a su receptor.
5.- La estimulaciôn por glucagôn de la actividad adenilato 
ciclasa en membranas hepâticas de ratas hiperglucagonémicas fue 
menor y proporcional a la disminuciôn observada en el nûmero - 
de receptores. Sin embargo, las actividades basai y estimulada 
por NaF fue igual que en las contrôles. La concentraciôn de - 
glucagôn capaz de producir una estimulaciôn 50% de la activaciôn 
mâxima de la adenilato ciclasa fue la misma en membranas hepâti­
cas procedentes de animales contrôles e hiperglucagonémicos. - 
Todo ello sugiere que no existen alteraciôn alguna en la adeni­
lato ciclasa y que la disminuida estimulaciôn por glucagôn se - 
debe a una reducciôn en el nûmero de sus receptores.
6.— Cuando se estudiô el acûmulo de AMPc en hepatocitos in- 
cubados con diferentes concentraciones de glucagôn y en presen- 
cia de teofilina se observô una disminuciôn en los hepatocitos 
procedentes de ratas hiperglucagonémicas. No se observaron alte-
166.
raciones en los niveles basales de AMPc y la concentraciôn de 
glucagôn capaz de producir una acumulaciôn 50% de la mâxima - 
fue igual tanto en hepatocitos de ratas contrôles como hiper­
glucagonémicas. Ello sugiere de nuevo que no existe defecto al- 
guno en la actividad adenilato ciclasa.
Por otra parte, taimbiên se observô una disminuciôn 
en la producciôn de glucosa estimulada por glucagôn en las ra­
tas tratadas con esta hormona, lo que no parece que sea debido 
a una alteraciôn postreceptor ya que la respuesta fue igual - 
cuando se utilizô como estimulante de la producciôn de glucosa 
el AMPc.
7.- El efecto de glucagôn sobre su propio receptor es direc­
te ya que cuando se incubaron hepatocitos aislados con diferen­
tes concentraciones de glucagôn también se obtuvo una disminu­
ciôn en la uniôn de glucagôn a dichos hepatocitos. Disminuciôn 
que fue proporcional a la concentraciôn de glucagôn ahadida al 
medio de incubaciôn. El efecto fue observado ya a las 4 horas 
de incubaciôn a 37®C y sin embargo, no se observô alteraciôn
en la uniôn de insulina a su receptor. La reducciôn observada se 
debiô unicamente a una disminuciôn en el nûmero de receptores, 
no observândose alteraciôn alguna en el compo rtami en to de dichos 
receptores ni en la capacidad de las células de degradar gluca— 
gôn.
8.— Cuando se estudiô el acûmulo de AMPc inducido por glu—
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cagôn en hepatocitos incubados anteriormente en presencia de la 
hormona durante 6 horas, se observô una disminuciôn frente a lo 
obtenido con hepatocitos incubados en ausencia de hormona. Sin 
embargo, no observamos una respuesta modificada a otras hormo- 
nas como la adrenalina. Esto nos sugiere que no existen diferen- 
cias en la adenilato ciclasa, ni en su capacidad de ser esti­
mulada por hormonas diferentes del glucagôn.
9.- Cuando los hepatocitos se incubaron con una concentra—
ciôn de cicloheximida capaz de inhibir por completo la incorpo— 
14raciôn de C-valina en las proteînas, se produjo una disminu­
ciôn de la uniôn de glucagôn a dichas células. Cuando las célu­
las se incubaron con cicloheximida y glucagôn, los efectos fue- 
ron aditivos, lo que sugiere: 1) que para que. se manifieste el 
efecto de glucagôn no es necesaria la sîntesis de proteînas —
2) que el efecto del glucagôn sobre su propio receptor se debe 
a un incremento de la tasa de degradaciôn del receptor y no a 
un cambio en su biosfntesis.
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